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Resumen 
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La enfermedad cardiovascular (ECV) es una patología comúnmente asociada 
a la enfermedad renal crónica (ERC) que representa la principal causa de morbilidad 
y mortalidad en este colectivo. Esta alta incidencia de ECV, tiene lugar como 
consecuencia de la disfunción endotelial causada por diferentes factores presentes en 
los pacientes con ERC. Además, estos pacientes presentan frecuentemente 
calcificaciones vasculares (CV) que dificultan el tratamiento de la ECV y el 
pronóstico de la misma. Este hecho ha llevado a proponer la identificación de 
biomarcadores precoces de daño endotelial y calcificación vascular que podrían ser 
clave para paliar la ECV asociada a la ERC.    
Un mecanismo que se ha propuesto para explicar la disfunción endotelial en la 
ERC es la participación del sistema inmune; concretamente, se ha asociado con el 
aumento de una subpoblación de monocitos activados en el suero de pacientes 
urémicos, los monocitos CD14+CD16++. Estas células aumentan en sangre periférica 
de pacientes, incluso en ausencia de datos clínicos relacionados con un proceso 
inflamatorio activo, o sin que en sangre periférica se observe un aumento de otros 
marcadores de inflamación como la PCR o citoquinas pro-inflamatorias. Además, 
entre esta subpoblación de monocitos y la aparición de eventos cardiovasculares se ha 
encontrado una relación directa.  
Las microvesículas (MV) se describieron originalmente como unas estructuras 
producidas por diferentes células activadas, se han considerado como marcadores 
indicativos de activación y/o apoptosis celular y reflejan un daño celular. Se ha 
demostrado que los niveles elevados de microvesículas derivadas de células 
endoteliales (MVE) en plasma se pueden considerar un indicador de daño endotelial 
en situaciones patológicas; sin embargo también se observan niveles bajos de MVE 
en el plasma de sujetos sin patología vascular.  
La situación de barrera de la célula endotelial (CE) hace que esta se vea 
sometida constantemente a estímulos y agresiones por el torrente circulatorio, por lo 
que un número relativamente pequeño de estas células es destruido de manera 
continuada. Para mantener la homeostasis vascular, las células endoteliales dañadas 
son reemplazadas por células progenitoras endoteliales (EPC), que tienen su origen 
en medula ósea, y circulan en un bajo porcentaje en sangre periférica. Estas células 
precursoras, van a diferenciarse y a reemplazar las CE dañadas, devolviendo la 
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integridad y el equilibrio vascular. Las MVE producidas por CE sirven de estímulo 
para la diferenciación de EPC por lo que las MVE podrían actuar como “mensajeros” 
entre células maduras y células reparadoras.  
En base a estas premisas, el objetivo principal de la tesis ha sido caracterizar 
el papel de MVE producidas en respuesta a diferentes agentes lesivos para el 
endotelio vascular relacionados con la enfermedad renal crónica, determinando la 
funcionalidad de las mismas en la regulación del balance daño/reparación endotelial. 
Los resultados obtenidos sugieren:  
1.- En los pacientes con ERC, se produce un aumento en las MVE que se 
asocia con una disminución en el número de EPC, lo que sugiere un desequilibrio 
entre los procesos de daño endotelial y de reparación en pacientes con ERC, 
principalmente aquellos con CV. Las MV de pacientes con ERC inducen la expresión 
de osteocalcina, molécula procalcificante, en células de músculo liso vascular, 
fibroblastos y EPC. Nuestros resultados sugieren que las EPC estimuladas con MV, a 
través de la expresión de OCN, pueden participar directamente en el proceso de VC. 
2.- Los pacientes con hemodiálisis mantienen un estado inflamatorio y sufren 
alteraciones endoteliales que pueden identificarse utilizando marcadores precoces 
cuantificables en sangre periférica. En particular, las MV, con un tamaño de 400-
1000 nm, tienen un posible valor predictivo de utilidad en la prevención de la ECV en 
pacientes con HD. Además, la diabetes mellitus altera estos factores implicados en el 
daño inflamatorio y endotelial. 
3.- El indoxyl sulfato, puede inducir la vesiculación de las CE y producir 
MVE con diferentes características de membrana, contenido de miRNA y otras 
moléculas, lo que hace que el mantenimiento de la homeostasis vascular de las EPC 
no sea completamente funcional. Estas características específicas de las MVE podrían 
utilizarse como nuevos biomarcadores para el diagnóstico y el pronóstico de la 
enfermedad vascular. 
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Palabras clave: calcificación vascular, células progenitoras endoteliales, 
enfermedad cardiovascular, enfermedad renal crónica, microvesículas endoteliales, 
monocitos CD14+CD16++. 
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Cardiovascular disease (CVD) is a pathology commonly associated with 
chronic kidney disease (CKD) that represents the main cause of morbidity and 
mortality in this group. This high incidence of CVD occurs as a result of endothelial 
dysfunction caused by different factors present in patients with CKD. In addition, 
these patients frequently show vascular calcifications (CV) that hinder the treatment 
of CVD and its prognosis. This fact has led to propose the identification of early 
biomarkers of endothelial damage and vascular calcification that could be a key factor 
to palliate CVD associated with CKD. 
The immune system has been proposed as a mechanism to explain endothelial 
dysfunction in CKD; specifically it has been associated with the rise of an activated 
monocytes subpopulation in the uremic patient’s serum, CD14+ CD16++ monocytes. 
These cells are increased in the peripheral blood of uremic patients, even when there 
is a lack of clinical data related to an active inflammatory process, or without an 
increase in other inflammatory markers such as PCR or pro-inflammatory cytokines 
in peripheral blood. Furthermore, a direct link has been found between this 
subpopulation of monocytes and the appearance of cardiovascular events it. 
Microvesicles (MV) were originally described as structures produced by 
different activated cells; they have been considered as indicative markers of cellular 
activation and / or apoptosis and reflect cellular damage. It has been shown that high 
levels of endothelial microvesicles (EMV) in plasma can be considered as an 
indicator of endothelial damage in pathological situations; however, low levels of 
EMV are also observed in the plasma of subjects without vascular pathology. 
The role as a barriers of the endothelial cells (EC) constantly exposes them to 
the stimuli and attacks from the blood torrent, so a relatively small number of these 
cells are destroyed continuously. In order to maintain vascular homeostasis, damaged 
endothelial cells are replaced by endothelial progenitor cells (EPC), originated in 
bone marrow, and they circulate in a low percentage in peripheral blood. These 
precursor cells will differentiate and replace damaged EC, returning the vascular 
integrity and balance. EVM produced by EC works as stimulation for the EPC 
differentiation so the EMV could act as "messengers” between reparative cells and 
mature cells. 
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Based on these premises, the main objective of the thesis has been to 
characterize the role of EMV produced in response to different harmful agents to the 
vascular endothelium related to CKD, determining the functionality of these 
microvesicles in the regulation of endothelial damage / repair balance. 
The results obtained suggest: 
1.- In patients with CKD, there is an increase in EMV that is associated with a 
decrease in the number of EPC, which suggests an imbalance between the processes 
of endothelial damage and repair in patients with CKD, mainly those with CV. The 
MV of CKD patients induce the expression of osteocalcin, a procalcifying molecule, 
in vascular smooth muscle cells, fibroblasts and EPC. Our results suggest that EPC 
stimulated with MV, through the expression of OCN, can participate directly in the 
VC process. 
2.- Patients with hemodialysis remain in an inflammatory state and suffer 
endothelial alterations that can be identified using quantifiable early markers in 
peripheral blood. In particular, MVs, which measure 400-1000 nm, have a possible 
predictive value in the prevention of CVD in patients with HD. In addition, diabetes 
mellitus alters these factors of inflammatory and endothelial damage. 
3.- The indoxyl sulfate, is able to induce EC vesiculation and produce MVE 
with different characteristics of membrane, miRNA content and other molecules, 
which means that the maintenance of the vascular homeostasis of EPC is not 
completely functional. These specific features of the EMV might be used like new 
biomarkers for the CVD diagnosis and prognosis. 
 
Keywords: cardiovascular disease, chronic kidney disease, endothelial microvesicles, 
endothelial progenitor cells, vascular calcification, CD14+CD16++ monocytes.
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La enfermedad cardiovascular (ECV) en general, y en particular la 
aterosclerosis, se considera la patología más frecuente y la principal causa de 
mortalidad en los países occidentales; representando el doble de las muertes que 
ocurren por cáncer y multiplicando por 10 las producidas por accidente. A pesar de 
los significativos avances médicos, la detección precoz de la enfermedad y un 
seguimiento cuidadoso de su evolución, siguen siendo las herramientas principales en 
la lucha contra esta entidad.  
En los pacientes con enfermedad renal crónica (ERC), la patología 
cardiovascular tiene una incidencia muy superior a la de la población general 
(Schiffrin, Lipman, and Mann 2007). Esta tasa de mortalidad no se puede explicar 
solamente por factores de riesgo cardiovascular clásicos tales como diabetes, 
tabaquismo, hipertensión, hipercolesterolemia y edad; sino que además de estos 
factores, los pacientes con ERC presentan factores de riesgo cardiovascular no 
tradicionales que se relacionan con su enfermedad, como son la uremia, alteraciones 
del metabolismo fósforo-calcio, aumento del estrés oxidativo, malnutrición, 
hiperhomocisteinemia, disfunción endotelial e inflamación crónica (Chade, Lerman, 
and Lerman 2005, Stenvinkel and Alvestrand 2002, Descamps-Latscha et al. 2005). 
De hecho, la mortalidad de los pacientes con ERC por ECV es muy elevada incluso 
desde las primeras fases de la enfermedad, cuando el paciente todavía no presenta 
sintomatología (Foley, Parfrey, and Sarnak 1998). 
La ECV asociada a la ERC comparte numerosas similitudes con la ECV del 
anciano. Numerosos autores postulan que el mayor reto que se vislumbra en el 
tratamiento de la ERC puede estar ligado a entender por qué la ERC promueve un 
envejecimiento precoz del sistema cardiovascular en los enfermos (White, Yaqoob, 
and Harwood 2015). Esto hace que, igual que ocurre en los ancianos, los pacientes 
con ERC presenten una alta frecuencia de calcificaciones vasculares (CV) que 
dificultan el tratamiento de la ECV y empeoran el pronóstico de la misma (Kendrick 
and Chonchol 2011). En los enfermos con ERC el desarrollo progresivo de CV es una 
de las principales causas de las alteraciones en la hemodinámica, y como 
consecuencia de la morbilidad y mortalidad cardiovascular (Wilson et al. 2001). 
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1.- Daño endotelial en la patología vascular y en la enfermedad renal crónica 
Para la detección precoz de la ECV, el principal elemento indicativo de 
deterioro vascular es la alteración del endotelio. De hecho, la disfunción y el daño 
endotelial se consideran el primer estadio en la ECV (Tesfamariam and DeFelice 
2007). La disfunción endotelial es el primer evento en el desarrollo de aterosclerosis 
(Steffel and Lüscher 2009). El endotelio modula las propiedades mecánicas y 
geométricas de las arterias. Por ello, la disfunción endotelial podría estar implicada, 
no sólo en el desarrollo de la aterosclerosis, sino también en el remodelado vascular 
(arteriosclerosis) y, en definitiva, en el elevado riesgo cardiovascular descrito en los 
pacientes urémicos (Mombouli and Vanhoutte 1999).  
La disfunción endotelial se caracteriza funcionalmente por la desregulación de 
la producción de óxido nítrico (NO) y endotelina 1 (ET-1) (Kawashima and 
Yokoyama 2004, Sudano et al. 2007) que conduce a la incapacidad funcional de las 
células endoteliales (CE), así como un aumento en las moléculas de adhesión y 
quimiotaxis y una alteración en la permeabilidad (Holubarsch 2000). De forma 
progresiva, la disfunción endotelial avanza desprendiéndose de la capa íntima de las 
células dañadas y originado un “hueco desnudo” que expone al exterior el espacio 
subendotelial rico en colágeno y proteínas fibrilares, cuya consecuencia a largo plazo 
es el desarrollo de una enfermedad aterosclerótica (Ross and Glomset 1973, Ross 
1999). 
Existen otras moléculas que tienen relación con estos procesos, como el factor 
transformante de crecimiento β (TGF- β), con importantes aplicaciones en la génesis 
de la fibrosis que acompaña a la inflamación vascular y de los órganos diana del 
proceso patológico cardiovascular (Redondo, Santos-Gallego, and Tejerina 2007). 
Además, hay que tener en cuenta otros factores de crecimiento secretados por las 
células activadas en el proceso de daño endotelial, tales como factor de crecimiento 
de los fibroblastos (FGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) 
(Volger et al. 2007) o el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Celletti 
et al. 2001), que se encuentran relacionados con el crecimiento de la placa 
aterosclerótica. 
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1.1 Fisiología del endotelio vascular 
En los últimos años se ha demostrado que el endotelio es algo más que una 
simple barrera inerte entre la sangre y la pared vascular. El endotelio se considera un 
elemento activo que participa en la regulación del tono vascular, del crecimiento y 
migración de la fibra muscular lisa vascular subyacente y del mantenimiento de la 
arquitectura vascular, en la regulación la composición de la matriz subendotelial, en 
la permeabilidad a sustancias, en fenómenos inflamatorios (reclutamiento y 
transmigración de leucocitos y plaquetas), y en el balance entre coagulación y 
fibrinolisis. Ello requiere la participación de distintos mediadores que tienen como 
núcleo central la CE, requiriendo para su buen funcionamiento de su integridad tanto 
funcional como estructural (Cases et al. 2003). 
Las CE, son células aplanadas conectadas entre sí en la capa interior de los 
vasos sanguíneos formando una monocapa que tapiza todo el sistema vascular y 
controla la comunicación entre la sangre y los vasos sanguíneos, ejerciendo un papel 
dual como sensor y transmisor de señales. Sus precursores, las células progenitoras 
del endotelio (EPC),  se originan en la médula ósea, entran en la circulación y llegan a 
la zona donde deben ejercer su función, regenerando o activando la  regeneración 
(Drexler 1997). 
1.2 Marcadores de disfunción endotelial 
En la práctica clínica, existen marcadores de inflamación que se han 
relacionado con el daño endotelial, como la proteína C reactiva (PCR). Esta proteína 
pertenece a la familia de las pentraxinas, grupo de proteínas muy preservadas durante 
la evolución y que preceden al desarrollo de las respuestas inmunes. Sus niveles 
sanguíneos son el resultado directo de su síntesis hepática. La activación del gen 
encargado de su síntesis se produce por la acción de la interleucina-6 (IL-6) (Castell 
et al. 1990) . La interleucina-1 (IL-1), los glucocorticoides, y los productos de 
activación del complemento actúan sinérgicamente potenciando las acciones de la IL-
6 (Castell et al. 1990). La función biológica principal de la PCR es el reconocimiento 
de patógenos y de las células dañadas del huésped (incluidos antígenos nucleares, 
lipoproteínas y células apoptóticas), y participar en su eliminación activando las 
células fagocíticas y el sistema de complemento (Lacson and Levin 2004). 
Consecuentemente a su función, es una proteína que se encuentra elevada en 
numerosas patologías, tales como procesos infecciosos (Grützmeier and Sandström 
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1999), virales, como la progresión del virus de inmunodeficiencia humana adquirida 
(VIH) (Lau et al. 2006), enfermedades inflamatorias del tejido conectivo, como el 
lupus eritematoso sistémico (LES) o la artritis reumatoide (HILL 1951), en obesidad 
(Aronson et al. 2004), diabetes mellitus (DM) (Goldberg 2000), y también se 
encuentra relacionada con el hábito de fumar y el desarrollo de ECV (Abdelmouttaleb 
et al. 1999). 
1.3 Mecanismos implicados en el proceso inflamatorio y el daño endotelial asociado a 
la uremia 
La inflamación es un proceso complejo que se asocia con numerosas 
enfermedades, siendo una de ellas la ERC. En la década de los 90 aparecieron 
estudios que relacionaban la inflamación provocada por la uremia con la ECV y el 
mal pronóstico de este tipo de pacientes (Noh et al. 1998, Iseki et al. 1999). Existen 
dos aspectos que pueden desencadenar un proceso inflamatorio en la ERC, como son 
la retención de moléculas y/o mediadores del proceso inflamatorio, y la generación de 
nuevas moléculas proinflamatorias intrínsecas al proceso urémico  
La respuesta inflamatoria juega un papel muy importante en la defensa del 
organismo frente a agresiones externas. Su principal objetivo es eliminar los agentes 
que pueden producir daño tisular. Pero si esta inflamación se perpetúa en el tiempo, 
como pasa en la uremia, el estado inflamatorio crónico puede llegar a ser nocivo para 
el organismo, pasando de ser un mecanismo de defensa a ser un mecanismo de daño 
(Barton 2008). Por tanto, el estado de microinflamación crónica que hay en la uremia, 
se ha propuesto como uno de los mecanismos responsables de la disfunción 
endotelial, primer paso para el posterior desarrollo de aterosclerosis; aunque la forma 
en que se produce este daño no es del todo bien conocida. 
Como consecuencia de este proceso inflamatorio asociado a la uremia, el 
endotelio dañado produce proteínas tales como proteína quimiotáctica de monocitos 1 
(MCP-1), que participa en la etiopatogenia de la aterosclerosis (Lin, Kakkar, and Lu 
2014), psoriasis (Lembo et al. 2014) o artritis reumatoide (Pavkova Goldbergova et 
al. 2012); factor estimulante de colonias de monocitos (M-CSF) que es un regulador 
importante de la respuesta inmune y de la homeostasis tisular, y factor nuclear ƙappa 
B (NFkB) que transcribe genes que se encuentran relacionados con el proceso 
inflamatorio (Sima, Stancu, and Simionescu 2009).  
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1.4 Papel de los monocitos como nexo entre inflamación y daño endotelial 
Existe otro mecanismo que explica la relación entre inflamación y daño 
endotelial de los pacientes con ERC. Se basa en una activación del sistema inmune de 
monocitos representada por una subpoblación monocítica, CD14+CD16++. Estas 
células se encuentran aumentadas en sangre periférica de pacientes urémicos aún sin 
existir un aumento esencial de marcadores de inflamación típicos como la PCR o las 
citoquinas proinflamatorias (Ramirez et al. 2006). 
Los monocitos de sangre periférica constituyen una población celular muy 
heterogénea (Ziegler-Heitbrock et al. 2010), que puede ser diferenciada por la 
expresión de moléculas de membrana por citometría de flujo. La mayoría de los 
monocitos presentan una elevada expresión de una glicoproteína de membrana 
anclada por el receptor GPI (glicosilfosfatidilinositol) del lipopolisacárido bacteriano, 
o molécula CD14 y normalmente, no expresan el receptor Fc de la inmunoglobulina 
G (FcγRIII) o CD16.  A finales de la década de los 80 (Passlick, Flieger, and Ziegler-
Heitbrock 1989), se describió una subpoblación de monocitos que tenían baja 
expresión de CD14 y que además, coexpresaban la molécula CD16. La función 
biológica de CD16 en la célula es actuar como componente del receptor de baja 
afinidad para Fc, y mediar en la fagocitosis y en la citotoxicidad debida a células 
dependientes de anticuerpos.  
En función de la expresión en membrana de los receptores CD14 y CD16, los 
monocitos se diferencian en diferentes subpoblaciones. La nomenclatura que 
actualmente se acepta fue aprobada por el Comité de Nomenclatura de la Unión 
Internacional de Sociedades Inmunológicas (IUIS) (Ziegler-Heitbrock 2000) (Figura 
1): 
- Monocitos Clásicos CD14++CD16-: Las células CD14++CD16– forman el 
grupo de “monocitos clásicos” y representan el 90-95% del total de monocitos 
periféricos en un individuo sano; expresan CCR2 (Receptor chemoquina C-C tipo 2), 
receptor tipo I para la fracción Fc de la IgG o FcγRI (CD64) que es una glicoproteína 
de membrana que se une con alta afinidad a anticuerpos IgG y, L-selectina (CD62L) 
que es  una molécula de adhesión celular que se expresa en linfocitos y monocitos, 
cuya función es la adhesión inicial de la subpoblación de monocitos clásicos al 
endotelio vascular. Su función principal es eliminar los neutrófilos apoptóticos en los 
lugares de inflamación (Auffray, Sieweke, and Geissmann 2009).  
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- Monocitos Intermedios CD14++CD16+: Esta población representa el 
porcentaje de monocitos de sangre periférica en sujetos sanos (Wildgruber et al. 
2016). En pacientes con ECV y ERC se ha observado una relación directa entre esta 
subpoblación CD14++CD16+ y la aparición de eventos cardiovasculares (Rogacev et 
al. 2012, Rogacev et al. 2011, Heine et al. 2008). Estas células muestran una 
morfología típica de macrófagos, actividad fagocítica, características angiogénicas y 
generación de especies reactivas de oxígeno intracelular. Para su movilización 
requieren CCR2, CXR4 (Receptor chemoquina C-X-C tipo 4) que es el receptor del 
factor derivado de células estromales tipo 1 (SDF-1) y CD44, que es una 
glicoproteína de membrana implicada en la adhesión entre células y diferentes 
componentes de la matriz extracelular (Mandl et al. 2014).  
- Monocitos no clásicos CD14+CD16++: esta población representa 
normalmente el 5-10% del total de monocitos en sangre periférica en sujetos sanos. 
Estos monocitos exhiben una mayor expresión de citoquinas proinflamatorias, una 
mayor efectividad para la presentación antigénica y una mayor capacidad de 
extravasación, hechos que podrían explicar su frecuente asociación con la 
etiopatogénesis de múltiples enfermedades (Ziegler-Heitbrock 2007, Urra et al. 2009, 
Mizuno et al. 2005).  
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Figura 1. Análisis de las subpoblaciones monocíticas por citometría de flujo. Para 
analizar las tres subpoblaciones de monocitos se realiza, A) una región donde se incluyen el 
total de monocitos en la ventana de tamaño (FSC) y complejidad (SSC). A partir de esta 
región, se separan las subpoblaciones de monocitos utilizando los anticuerpos CD14 y 
CD16. B) Se muestran las subpoblaciones de un sujeto sano y C) paciente con ERC 
Aunque la subpoblación de monocitos CD14+CD16++ sea minoritaria en 
sujetos sanos, puede llegar a alcanzar hasta el 40% del total de monocitos en algunas 
enfermedades inflamatorias como en el VIH (Fischer-Smith et al. 2001), en LES, en 
IRC (Nockher and Scherberich 1998) y en la artritis reumatoide (Cairns, Crockard, 
and Bell 2002). Estos monocitos han sido descritos como una subpoblación de células 
más maduras que CD14++CD16- y productoras de citoquinas proinflamatorias como 
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α)(Belge et al. 2002). 
Además, la subpoblación de monocitos CD14+CD16++ presenta unas 
características especiales tales como unos telómeros más cortos que la subpoblación 
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de monocitos CD14++CD16- y una mayor de concentración de citoquinas 
proinflamatorias a nivel citoplásmico (Ramirez et al. 2006, Ulrich et al. 2008). Así 
mismo, la subpoblación monocítica CD14+CD16++ induce microinflamación 
endotelial por un aumento de las especies reactivas de oxígeno (ROS), e inducen un 
aumento de la apoptosis en células endoteliales de cordón umbilical humanas 
(HUVECs).  
Los monocitos CD14+CD16++ presentan una mayor capacidad para alcanzar 
y unirse al endotelio vascular dañado, produciendo en este endotelio un incremento 
en la liberación de citoquinas y factores angiogénicos, una mayor expresión de 
moléculas de adhesión endotelial, y un aumento en la liberación de microvesículas 
(MV) que tienen un efecto nocivo para las CE (Ramírez et al. 2011, Merino et al. 
2011, Ramirez et al. 2006). Además, en los últimos años con los avances en las 
“ómicas” se han esclarecido diferencias entre las subpoblaciones monocíticas a nivel 
de proteoma y también del transcriptoma (Zhao et al. 2009).  
En definitiva, la acumulación de monocitos CD14+CD16++ en sangre 
periférica parece jugar un papel destacado en la inducción y/o ser responsables de 
perpetuar el proceso inflamatorio en los pacientes con ERC, así como participar en la 
generación del daño endotelial asociado a esta inflamación. 
2. Procesos relacionados con daño del endotelio. Generación de microvesículas 
Las CE presentan una superficie no adherente y anticoagulante en relación con 
el flujo de sangre circulante; la lesión de estas células endoteliales puede provocar un 
aumento de la adhesión celular y la iniciación de la coagulación con el consiguiente 
desarrollo de inflamación y trombosis (Jimenez et al. 2003). Como hemos comentado 
anteriormente, la alteración del endotelio se ha considerado como el primer estadio 
para el desarrollo de ECV. En consecuencia, la detección de la alteración morfológica 
o funcional de la CE resulta fundamental para el diagnóstico precoz y la intervención 
profiláctica en muchas situaciones protrombóticas y proarterioscleróticas. Sin 
embargo, controlar el estado del endotelio resulta difícil debido a su inaccesibilidad; 
esta situación ha mejorado en los últimos años porque se ha demostrado que las 
células endoteliales pueden liberar MV, también conocidas como micropartículas, 
con características que reflejan el estado de la célula que las originó (Minciacchi, 
Freeman, and Di Vizio 2015). 
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2.1 Definición de Microvesículas 
La vesiculación celular fue descrita por primera vez por Wolf (1967), que 
describió la liberación de “residuos” celulares tras la activación plaquetaria (Wolf 
1967). Actualmente sin embargo, se sabe que la vesiculación celular es un proceso 
altamente regulado por la propia célula y que va a tener funciones y características 
específicas relacionadas con su proceso de producción. 
Las MV pueden definirse como partículas esféricas provistas de una capa 
fosfolipídica (van der Pol et al. 2012), que producen casi todos los tipos celulares, 
como las CE, y que se liberan como consecuencia de un proceso de activación, lesión 
y/o apoptosis(Combes et al. 1999). 
En cuanto a su tamaño, estas estructuras se clasifican en tres tipos: los 
exosomas, con un tamaño comprendido entre 30 y 100 nm; las micropartículas ó 
microvesículas, que oscilan entre 100 y 1000 nm; y los cuerpos apoptóticos con un 
diámetro entre 1 y 3 µm (György et al. 2011, van der Pol et al. 2014). El proceso de 
identificación y separación de las vesículas extracelulares ofrece una gran dificultad 
debido a su gran variabilidad (Figura 2). 
Figura 2. Rangos de tamaños de los principales tipos de vesículas de membrana. Mientras 
que los exosomas comparten la distribución del tamaño con los virus, las microvesículas se 
asemejan en tamaño a bacterias y agregados de proteínas (por ejemplo, inmunocomplejos). 
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Cuerpos apoptóticos y plaquetas caen en el rango de tamaño de 1-5 µm. Modificado de 
(György B et al, 2011). 
Los exosomas son las vesículas de menor tamaño y derivan de un proceso de 
endocitosis de la membrana celular, que a su vez se fusionan en cuerpos intracelulares 
(Johnstone et al. 1987). Una vez formados, se liberan al espacio extracelular, donde 
llevarán a cabo su función, mediante la fusión con la membrana plasmática o 
liberándose directamente por exocitosis por un proceso de activación celular. Estas 
vesículas están implicadas en la comunicación célula-célula transmitiendo la 
información principalmente de tres formas, mediante interacción ligando-receptor, 
por fusión con la membrana citoplasmática o por fagocitosis (Burger et al. 2013). Los 
exosomas contienen microRNA (miRNA), ARN mensajero (ARNm), fragmentos de 
DNA y proteínas (Valadi et al. 2007). Tienen una nula o baja capacidad de ligarse a 
Anexina V (Février and Raposo 2004). 
Los Cuerpos apoptóticos son fragmentos celulares formados en la etapa tardía 
del proceso de apoptosis denominado “budding” que sufren determinadas células y 
que se forman como consecuencia de la fragmentación de la célula durante este 
proceso. Estos cuerpos apoptóticos son posteriormente fagocitados por macrófagos, 
células parenquimatosas o células neoplásicas y degradados dentro de los 
fagolisosomas (Elmore 2007). De manera diferencial con otros tipos de vesículas, 
contienen DNA e histonas y presentan alta capacidad de unión a Anexina V (Distler 
et al. 2006). 
Las MV, a pesar de que durante mucho tiempo fueron consideradas como 
desechos celulares originadas de forma pasiva ante estímulos de daño celular, 
actualmente se acepta de manera consensuada que podrían originarse de forma activa. 
Presentan una función importante como mediadoras de la intercomunicación celular 
por su capacidad para transportar enzimas, proteínas, fragmentos de material genético 
ya sea ADN o ARN, así como moléculas de miRNA (Beyer and Pisetsky 2010, 
Burger et al. 2013). Por ello, las MV constituyen un sistema de comunicación célula-
célula tanto local como sistémico (Lee et al. 2011). Pueden actuar sobre las células 
diana directamente uniéndose a ligandos, receptores de superficie y/o enzimas 
asociadas a la membrana, entregando o liberando su contenido directamente al 
citoplasma. El que las MV desencadenen mecanismos homeostáticos o deletéreos 
sobre otras células diana dependerá tanto de su contenido interno, que será 
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consecuencia de los estímulos que hayan llevado a su formación, como del número de 
MV generadas (Hugel et al. 2005) (Figura 3). 
 
Figura 3. Origen y composición de las microvesículas extracelulares. Modificada de 
(Rovira J et al, 2017). 
Debido al diferente tamaño de las tres “entidades” de MV, el procesamiento 
de la muestra ha de ser diferente para cada una de ellas. Hasta 2010, no existió un 
consenso al respecto en cuanto al manejo de la muestra, lo cual había dado lugar a 
una gran heterogeneidad de estudios (Lacroix et al. 2012). De hecho, el estudio de las 
MV está todavía en pleno desarrollo, y aún hay numerosas limitaciones en los 
métodos de detección y bastantes diferencias en los protocolos de obtención y 
purificación de MV, que van desde el anticoagulante utilizado, la velocidad de 
centrifugación, las condiciones de filtración, y el tipo de almacenamiento utilizado 
(Orozco and Lewis 2010). 
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La determinación y/o cuantificación de las MV puede hacerse por diferentes 
técnicas tales como Western blot, “Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay” (ELISA), 
microscopía de barrido, microscopía electrónica, espectofotometría de masas, 
citometría de flujo (Franquesa et al. 2014), “nanoparticle tracking analysis” (NTA), 
“tunable resistive pulse senging” (TRPS) (van der Pol et al. 2016). 
2.2 Aislamiento de microvesículas 
Uno de los mayores retos es mejorar y estandarizar los métodos de 
aislamiento y análisis de MV (Théry et al. 2006). Actualmente, las MV se suelen 
aislar en su mayor parte a partir de los sobrenadantes de células cultivadas realizando 
una ultracentrifugación diferencial. Se pueden usar diferentes velocidades de 
ultracentrifugación para separar MV de tamaños diferentes (Aalberts et al. 2012). 
Además, debido al creciente interés en exosomas y otras MV y de su uso como 
biomarcadores con potencial diagnóstico y terapéutico para la enfermedad, se están 
desarrollando y comercializando kits que permiten "procedimientos de aislamiento 
fáciles". 
2.3 Biogénesis y eliminación de microvesículas 
La formación de MV tiene lugar mediante una evaginación de la membrana 
plasmática hacia el exterior mediado por la reorganización del citoesqueleto. Se ha 
observado que la formación de MV se produce en microdominios de la membrana 
plasmática, como son las regiones ricas en balsas de lípidos “lipid  rafts” o en 
caveolas (Morel et al. 2011). Los estímulos que desencadenan dicho proceso son muy 
diferentes dependiendo del tipo celular que las genere. Se han descrito MV 
procedentes de plaquetas, que fueron las primeras observadas, MV originadas por 
CE, de eritrocitos, células musculares, células T, neutrófilos y fibroblastos, entre otras 
(Burger et al. 2013). Debido a que en su proceso de formación se produce una 
evaginación de la membrana plasmática, podemos encontrar en las MV marcadores 
de superficie de la célula de origen, lo cual resulta útil para  identificarlas con 
diferentes técnicas usando anticuerpos específicos (Lacroix et al. 2010).  
En la biogénesis de MV están implicados procesos de diferenciación celular, 
estrés, activación celular, senescencia celular, estimulación por citoquinas, apoptosis, 
hipoxia y transformación maligna (Bianco et al. 2009, Parolini et al. 2009, Park et al. 
2010). Por tanto, la cuantificación de MV nos puede permitir conocer qué procesos 
Introducción 
18 
 
están dándose en el momento de su producción. De este modo las MV son unos 
biomarcadores de gran interés que presentan grandes ventajas: se pueden obtener por 
procedimientos poco invasivos, nos pueden dar información de células minoritarias y 
de órganos y/o tejidos; e información simultánea y completa de procesos complejos 
en los que intervienen diferentes poblaciones celulares.  
Los procesos de activación celular y apoptosis son cruciales para la liberación 
de MV. En los procesos de activación celular, la liberación de MV se produce como 
respuesta a un estímulo que incrementa la concentración del calcio intracelular, activa 
las quinasas e inhibe las fosfatasas. En cambio, en respuesta a un estímulo apoptótico, 
es determinante la activación de la Rho-quinasa (ROCK-1); que interviene en la 
contracción de la miosina de la membrana celular posibilitando la unión de la 
proteína Rho al guanosín trifosfato (GTP) (VanWijk et al. 2003).  
La liberación de MV no siempre se rige por un aumento de calcio intracelular. 
La liberación de MV a partir de plaquetas no estimuladas depende de la integrina 
αIIβ3 y de una rotación del citoesqueleto (Cauwenberghs et al. 2006). 
Los mecanismos por los que se eliminan MV están mucho menos estudiados. 
Las MV in vivo se cree son “ingeridas” por las células fagocíticas en un proceso de 
fagocitosis en el que la fosfatidilserina puede tener una importante implicación 
(Willekens et al. 2005). In vitro, se ha observado que las microvesículas derivadas de 
plaquetas (MVP) son endocitadas por CE cerebrales y por HUVEC, lo que sugiere un 
papel de las CE en la fagocitosis de MVP (Faille et al. 2012, Terrisse et al. 2010). 
2.4 Microvesículas y comunicación celular 
Muchos estudios han documentado el importante papel biológico de las MV 
como mediadores de la comunicación celular. Las MV transmiten información a las 
células receptoras que están presentes en el entorno extracelular circundante a través 
de varios mecanismos. Algunas MV pueden entregar su contenido a través de 
diferentes tipos de endocitosis, como la endocitosis mediada por clatrina que es 
dependiente o independiente de los receptores; o bien, la macropinocitosis y la 
endocitosis mediada por el dominio de las balsas (Cocucci, Racchetti, and Meldolesi 
2009, Tian et al. 2014). Una vez absorbidos en el sistema endosomal-lisosómico, las 
MV pueden fusionarse con la membrana del orgánulo y “volcar” su contenido en el 
citoplasma o también pueden fusionarse con la membrana de la célula receptora para 
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liberar su carga intracelularmente, ya sea directamente o a través de receptores 
específicos (Prada and Meldolesi 2016). Además, pueden liberar su contenido en el 
espacio extracelular y activar una respuesta rápida en las células vecinas (Cocucci and 
Meldolesi 2015).  Finalmente, las moléculas expresadas en la superficie de la 
membrana de las MV pueden desencadenar cascadas de señalización a través de 
interacciones receptor/ligando sin internalización (Raposo and Stoorvogel 2013, 
Cocucci and Meldolesi 2015, Loyer et al. 2014). Por lo tanto, las MV tienen el 
potencial de proporcionar información compleja a múltiples células en su entorno 
tisular y funcionan como sistemas dinámicos que son capaces de adaptar su 
contenido, y consecuentemente su función, dependiendo tanto de la fuente celular 
como del estímulo que engendró su biogénesis (Figura 5). 
 
Figura 4. Origen y composición de las vesículas extracelulares. A) Mecanismo de 
interacción ligando/receptor, B) Mecanismo de fusión u C) por endocitosis/fagocitosis. 
Modificada de (Rovira J et al, 2017). 
2.5 Las microvesículas como elementos trasportadores de miRNA 
Los miRNA son moléculas de ARN no codificantes altamente conservadas de 
aproximadamente 22 nucleótidos de longitud que ejercen efectos post-
transcripcionales sobre la expresión génica (Bartel 2004). Los miRNA se expresan de 
una manera específica según el tipo de tejido y de célula, y desempeñan papeles 
esenciales en muchos procesos fisiopatológicos incluyendo la inflamación 
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(Hulsmans, De Keyzer, and Holvoet 2011), las enfermedades metabólicas y las ECV 
(Fernández-Hernando et al. 2013, Thum and Mayr 2012). La mayoría de los miRNA 
están presentes dentro de la célula, aunque también pueden encontrarse fuera de ella, 
incluyendo algunos fluidos corporales (Hunter et al. 2008, Weber et al. 2010). Los 
miRNA extracelulares presentan cierta estabilidad a pesar de la actividad RNasa 
(Mitchell et al. 2008); por lo tanto, es probable que estos miRNA extracelulares se 
encuentren empaquetados dentro de las vesículas, fundamentalmente exosomas y 
MV, para protegerlos de su degradación (Valadi et al. 2007, Hunter et al. 2008). Aun 
así, se debate sobre el tipo de vesículas que participan predominantemente en el 
transporte de miRNA (Xu, Yang, and Ai 2013). 
2.6 Microvesículas y su papel en patologías  
Las MV se encuentran incrementadas en pacientes con diferentes tipos de 
patologías vasculares, metabólicas, autoinmunes, neurodegenerativas, en inflamación 
crónica y en cáncer (Amabile et al. 2014). La utilización de MV como marcadores 
para la predicción, diagnóstico, pronóstico y monitorización de terapias de 
enfermedades complejas resulta cada vez más atractiva, así como su potencial para 
identificar nuevas dianas terapéuticas (Yin, Loyer, and Boulanger 2015). 
Microvesículas y cáncer  
Durante los últimos años, se ha demostrado que las MV juegan un papel 
directo o indirecto en la patogénesis de diversas enfermedades, siendo el cáncer una 
de ellas (Amabile et al. 2008, Hsu and Camacho 1999). La presencia de MV en 
pacientes con cáncer ya se había observado desde finales de los 70 (Friend et al. 
1978); y más recientemente, se han encontrado niveles elevados de MV en la sangre 
de pacientes con cáncer (Ginestra et al. 1998, Kim et al. 2003, Zwicker et al. 2009). 
Las células cancerosas insensibles a la quimioterapia expresan más genes 
relacionados con la producción de MV en contraposición a las células más sensibles. 
Curiosamente, las MV de las células insensibles contienen altos niveles de fármacos 
quimioterapéuticos como Doxorubicin (Shedden et al. 2003) o cis-platino (Safaei et 
al. 2005), lo que implica que las células cancerosas probablemente podrían expulsar 
el fármaco quimioterapéutico a través de la liberación de MV con el fin de escapar 
del fármaco; y posiblemente, estas MV podrían ser las responsables de proporcionar 
un mecanismo para la resistencia a múltiples fármacos. Las MV también ayudan a las 
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células cancerosas a evadirse del sistema inmune (Valenti et al. 2006, Hakulinen et al. 
2004), pudiendo no sólo favorecer la proliferación y crecimiento de los tumores; sino 
que también se propaguen a otras partes del cuerpo a través de las metástasis (Graves 
et al. 2004). 
Microvesículas y enfermedad renal crónica 
Los pacientes con ERC presentan niveles elevados de MVP de neutrófilos, de 
eritrocitos y de CE (Faure et al. 2006, Daniel et al. 2006, Ando et al. 2002, Burton et 
al. 2013, Amabile et al. 2005, Trappenburg et al. 2012). Además, algunos autores han 
mostrado que en pacientes en hemodiálisis en número de MV no disminuye, sino que, 
por el contrario, hay mayor cantidad de MV por lo que se piensa que las MV no se 
eliminan por las técnicas de diálisis (Daniel et al. 2006).  
Así mismo, las MV derivadas de CE podría predecir el número de eventos 
cardiovasculares en pacientes urémicos (Amabile et al. 2012) (Amabile et al. 2012). 
Además en modelos in vitro de cultivo con HUVEC, se han observado que niveles 
elevados de p-cresol e indoxyl sulfato (dos toxinas urémicas unidas a proteínas) 
inducen un incremento en la liberación de MV(Faure et al. 2006). 
Microvesículas y trastornos inflamatorios 
Las MV se encuentran elevadas en enfermedades autoinmunes (Sellam et al. 
2009, Aatonen, Grönholm, and Siljander 2012) como en el lupus eritematoso 
sistémico (LES), en el que las MV se correlacionan con el grado de lipidemia, 
gromerulonefritis, y la presión arterial que presentan esos pacientes (Nielsen et al. 
2011) (Nielsen CT et al, Arthritis Rheum. 2011 Oct;63(10):3067-77). En pacientes 
con artritis reumatoide el número de MV se correlaciona con la sintomatología de la 
enfermedad (Knijff-Dutmer et al. 2002). 
2.7 Liberación de Microvesículas endoteliales, un mecanismo relacionado con el 
daño del endotelio  
La activación o lesión del endotelio vascular da lugar a una gran variedad de 
desórdenes inflamatorios incluido la liberación MVE. Como hemos comentado 
anteriormente, las MVE son vesículas anucleadas comprendidas de tamaño entre 100-
1000 nm que las CE emiten como respuesta a una activación, lesión y/o apoptosis 
(Burger et al. 2016, Schiro et al. 2014). Las situaciones de isquemia, hipoxia, 
hiperglucemia, niveles elevados de PCR y de urea también inducen la liberación de 
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MVE (Yong, Koh, and Shim 2013). Estos estímulos no son sólo pro-apoptóticos, sino 
que pueden ser pro-inflamatorios, pro-trombóticos u oxidativos(Leroyer, Tedgui, and 
Boulanger 2008).  
La presencia de MVE se ha constatado en diversos fluidos como saliva 
(Berckmans et al. 2011), orina (Smalley et al. 2008), líquido sinovial (Berckmans et 
al. 2002), plasma, sangre periférica y también en lesiones inflamatorias (Burger et al. 
2013). 
Caracterización de microvesículas endoteliales 
Las MVE se pueden definir de acuerdo con las glicoproteínas de membrana, 
ya que poseen antígenos que se expresan constitutivamente en CE tales como CD31. 
Los marcadores de superficie característicos de las MVE que son numerosos y 
diferentes, siendo la mayoría de ellos no específicos para las CE. Se han propuesto 
estrategias que utilizan una combinación de proteínas derivadas de diferentes tipos de 
células para identificarlas y resolver estas dificultades. Los epítopos derivados de 
diferentes tipos de células utilizados son los marcadores CE positivos (por ejemplo, 
CD31 y CD144) en combinación con la ausencia de los marcadores plaquetarios 
CD41 o CD42b (Trzepizur et al. 2014). Los niveles de MVE CD31+, MVE CD105+, 
MVE CD144+ parecen aumentar como consecuencia de un proceso apoptótico en CE 
(Tramontano et al. 2004, van Ierssel et al. 2010). Por el contrario, cuando el endotelio 
se activa funcionalmente, aumentan los niveles de MVE CD62E+, MVE CD51+ y 
MVE CD106+ (Tramontano et al. 2004, Tramontano et al. 2010, van Ierssel et al. 
2010) (Tabla 1). 
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CD Antígeno Expresión 
CD31 PECAM-1 Apoptosis 
CD54 ICAM-1 Activación 
CD62E E-Selectina Activación 
CD105 Endoglina Apoptosis 
CD106 VCAM-1 Activación 
CD144 VE-cadherina Apoptosis 
Tabla 1. Marcadores de activación y apoptosis de microvesículas endoteliales 
Clasificación fenotípica de las microvesículas endoteliales 
- MVE CD31+: se concentran en las uniones endoteliales. Sin embargo, el 
marcador CD31 (PECAM-1) también se expresa en la superficie de plaquetas, 
neutrófilos y linfocitos. Por lo tanto, se utilizan marcadores específicos de plaquetas, 
tales como CD41 ó CD42b, para distinguir las MVE de las MVP. En definitiva, las 
MVE CD31+ se definen como: CD31+/CD41- o CD42b-(Newman et al. 1990). 
Algunas de las funciones que se les atribuyen a las MVE CD31+ están relacionadas 
con la biología vascular, la regulación de la función plaquetaria, la angiogénesis, 
activación células B y T, la permeabilidad de la CE y la transmigración a través del 
endotelio(Patil, Newman, and Newman 2001, Cicmil et al. 2002, Falati et al. 2006, 
Woodfin, Voisin, and Nourshargh 2007, Ley et al. 2007), además de reflejar la 
apoptosis de las CE.  
- MVE CD51+: El CD51 forma un heterodímero con una cadena de integrina-
β3, como la glicoproteína IIIa (GPIIIa) o CD61, y se une a la vitronectina, al factor de 
von Willebrand (vWF) y a la fibronectina (Sosnoski et al. 1988). El CD51 se 
encuentra en CE, linfocitos B, monocitos, macrófagos y plaquetas(Kokubo, Uchida, 
and Choi 2007). Las MVE CD51 + pueden desempeñar un papel importante en el 
posicionamiento (“homing”) de leucocitos y en el proceso angiogénico (Sheppard 
2004, Ley et al. 2007).  
- MVE CD54+: La molécula CD54 (ICAM-1) es el ligando del antígeno 
asociado a la función de los linfocitos tipo 1 (LFA-1) y es una proteína 
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transmembrana que se encuentra en la superficie de las CE, sobre todo en un 
ambiente microinflamatorio, en células epiteliales, monocitos, macrófagos, en células 
T y en células presentadoras de antígeno (Marlin and Springer 1987, Jóźwik et al. 
2015, Kim et al. 2015, Xie et al. 2015).  
- MVE CD62E+: la molécula CD62E (E-selectina), solo se expresa en CE y se 
induce rápidamente como consecuencia de la activación por un proceso inflamatorio. 
Las MVE CD62E+ pueden desempeñar un papel importante en el reclutamiento de 
leucocitos en el lugar donde existe el daño durante el proceso inflamatorio (Patil, 
Newman, and Newman 2001, Ley et al. 2007). In vitro, el TNFα es capaz de inducir 
la liberación de MVE CD62E+ por las CE (Takahashi et al. 2013, Jimenez et al. 
2003). En consecuencia, los niveles de MVE CD62E+ pueden ser indicativas de la 
inflamación existente. 
- MVE CD105+: La endoglina (CD105) es un componente de los complejos 
factor transformante de crecimiento beta (TGF-β), proteína morfogenética de hueso 9 
(BMP-9), proteína morfogenética de hueso 10 (BMP-10) y es un marcador de las 
células madre endoteliales y mesenquimales (Smirnov et al. 2015). Se expresa 
durante procesos inflamatorios y en el proceso de angiogénesis tumoral, pero su 
expresión es baja en CE en condiciones normales(Chrisostomidis et al. 2015).  
- MVE CD144+: La VE-cadherina (CD144) se expresa en CE y su función es 
mantener las uniones endoteliales (Ley et al. 2007), y se encuentra específicamente en 
las uniones de adherencia (Bardin et al. 2001). Además, cualquier anomalía en la VE-
cadherina está asociada con la migración de neutrófilos y un aumento de la 
permeabilidad vascular (Conway and Schwartz 2012). Koga y cols. (Schwartz et al. 
2002), determinaron los niveles MVE CD144+ en la circulación humana, 
observándose niveles más altos en aquellos pacientes con diabetes mellitus y con 
enfermedad de las arterias coronarias, incluyendo aterosclerosis. En consecuencia, las 
EMV CD144+ pueden ser un sello distintivo de la aterosclerosis a través de la 
disfunción de células endoteliales. 
- MVE CD146+: El CD146 es una molécula de adhesión de las CE que se 
ubica fuera de las uniones de adherencia aunque también se expresa en otros tipos 
celulares como en linfocitos B y T (Lehmann, Riethmüller, and Johnson 1989), en las 
células natural killer en situaciones patológicas (Elshal et al. 2005) o en pericitos 
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(Maier et al. 2010). En este sentido, las MVE CD146+ pueden considerarse otro 
marcador de daño endotelial. 
Microvesículas endoteliales como mensajeros de la necesidad de reparación 
vascular 
En la circulación sanguínea humana, las MVE constituyen una población 
pequeña de la familia de MV (5-15%). Sin embargo, se han asociado ampliamente 
con la patogénesis de varias ECV, principalmente aquellas que se inician por una 
disfunción endotelial (Faure et al. 2006, Boulanger et al. 2001, Mallat et al. 1999). 
Las MVE muestran un papel clave en el crecimiento, división y maduración de las 
EPC, células que son extraordinariamente importantes para la regeneración de los 
vasos sanguíneos (Hristov et al. 2004). Esto sugiere un posible papel conservador de 
mantenimiento de la integridad del endotelio, produciéndose en respuesta a la 
regeneración vascular, restauración y protección (Dignat-George and Boulanger 
2011). 
Papel de las microvesículas endoteliales en la función/disfunción endotelial.  
En ausencia de patología, las MVE intervienen en el mantenimiento de la 
homeostasis vascular participando en el metabolismo del entorno vascular (Gaceb, 
Martinez, and Andriantsitohaina 2014). Las MVE están implicadas en procesos 
relacionados con la vascularización patológica y juegan un papel importante en el 
desarrollo de la ECV. En este sentido, se han relacionado a las MVE con diversos 
procesos de fisiopatología vascular tales como trombosis, inflamación (Williams et 
al. 2014) y angiogénesis (Tual-Chalot et al. 2014), participando en numerosos 
procesos patológicos vasculares, desde el desarrollo de aterosclerosis hasta la rotura 
de la placa y la trombosis. Debido a ello las MVE se han convertido en la actualidad 
en un potencial marcador de riesgo cardiovascular (França et al. 2015). 
Los mecanismos por los que aumentan los niveles de MVE en pacientes con 
ECV o disfunción endotelial parecen estar relacionados con una activación de las CE, 
en respuesta a factores que alteran la estabilidad del endotelio vascular como la 
hipertensión, vasculitis, ateromatosis, etc. Esto hace que las MVE participen en los 
tres procesos derivados del daño endotelial: inflamación, formación de nuevos vasos 
y trombogénesis (França et al. 2015). 
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Por tanto, se piensa que fundamentalmente las MVE y en menor medida, las 
MVP son marcadores de función endotelial (Heiss et al. 2008, Chironi et al. 2006). 
Algunos estudios han demostrado que los niveles de MVE son un factor pronóstico 
de ECV; y, en pacientes con fallo renal crónico, los altos niveles de MVE 
CD31+CD42b-, son un factor predictivo independiente de muerte o evento 
cardiovascular (Amabile et al. 2012). 
La concentración de MVE en sangre de sujetos sanos es prácticamente 
irrelevante. Sin embargo, en pacientes con factores de riesgo cardiovascular y 
después de que se produzcan eventos cardiovasculares, la concentración de MVE 
aumenta de forma significativa (Noci et al. 2015, Soriano et al. 2014, Carmona et al. 
2017). De hecho, se ha observado que en pacientes con ECV existe una asociación 
entre el número de MVE circulantes y la puntuación del riesgo de Framingham, 
clásicamente utilizada para predecir el riesgo de morbimortalidad cardiovascular 
(Amabile et al. 2014). En particular, los niveles elevados de MVE en enfermedades 
asociadas con la lesión vascular, parecen reflejar un proceso inflamatorio y 
protrombótico. Las MVE pueden participar en el desarrollo y amplificación de las 
ECV actuando tanto sobre células cardiacas como vasculares. Por otro lado, 
numerosos estudios han dilucidado el efecto de medicamentos cardioprotectores 
sobre la reducción de la concentración de MVE(Yin, Loyer, and Boulanger 2015). 
Las funciones específicas de las MVE circulantes no están del todo 
establecidas, aunque se han descrito varios mecanismos por los que pueden 
participar: 
MVE y estrés oxidativo: las MV procedentes de diversos orígenes como las 
CE, monocitos y linfocitos son capaces de promover estrés oxidativo en el endotelio a 
través de procesos enzimáticos(Brodsky et al. 2004), aunque existen ciertas 
discrepancias en cuanto a su generación. Estos resultados contradictorios pueden 
deberse a que las poblaciones de MV estudiadas son de diferente origen o se han 
producido frente a diferentes estímulos.  
MVE y coagulación: Una de las propiedades mejor descritas de las MV es su 
capacidad para promover la coagulación. De hecho, las MV se encuentran elevadas 
en trastornos hipercoagulativos probablemente como resultado de su participación 
activa (Meziani, Tesse, and Andriantsitohaina 2008). No se sabe hasta qué punto 
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pueden contribuir a la coagulación in vivo; pero se han realizado varios estudios in 
vitro que muestran un papel procoagulante. Las MV en general, poseen dos 
características específicas que pueden ser responsables de su implicación en el 
proceso de coagulación, como son la externalización de la fosfatidilserina como 
promotor de la coagulación y la expresión de TF, que es un componente crítico en las 
primeras etapas de dicho proceso (Yuana, Sturk, and Nieuwland 2013). Por el 
contrario, las MV que presentan el factor inhibidor del TF parecen tener un papel 
protector frente al proceso trombogénico (Lechner and Weltermann 2008). Se ha 
observado que el cociente entre MV que expresan TF y las MV que expresan factor 
inhibidor TF pueda ser un marcador de eventos trombóticos (Campello et al. 2016) 
- MVE y calcificación vascular: En los pacientes con ERC, las MVE pueden 
participar directamente en la patogénesis de la calcificación vascular (Soriano et al. 
2014). Además en estudios in vitro, las MVE producidas en un entorno inflamatorio o 
las procedentes de pacientes con ERC promueven la calcificación de las células de 
musculo liso por poseer un alto contenido en calcio y en proteína morfogénica ósea 2 
(BMP-2) (Buendía et al. 2015). Así mismo un envejecimiento endotelial desempeña 
un papel clave en el trastorno cardiovascular. Las MVE del plasma de sujetos 
ancianos y las MVE producidas por CE senescentes favorecen la calcificación de 
células de músculo liso vascular (Alique et al. 2017). 
-MVE y su relación con la inflamación y la aterosclerosis: La inflamación 
crónica es un factor clave para el desarrollo de aterosclerosis y los efectos de MVE en 
procesos inflamatorios han sido objeto de numerosos estudios, ya que podrían 
representar tanto una causa como una consecuencia de la inflamación (Schiro et al. 
2014). Las MV aisladas de placas ateroscleróticas humanas pueden transferir ICAM-
1 a las células endoteliales incrementando la capacidad para reclutar células 
inflamatorias de una manera dependiente de fosfatidilserina, lo que podría aumentar 
la progresión de la placa aterosclerótica(Rautou et al. 2011). La evidencia más 
concluyente de un papel proinflamatorio para las MVE se encuentra en que la 
administración exógena de MVE a ratas se asocia con lesiones pulmonares agudas, 
con un aumento de los niveles sistémicos y alveolares de citoquinas proinflamatorias 
(IL-1β y TNF-α), infiltración de neutrófilos en el espacio perivascular y lesión 
histológica (Densmore et al. 2006). 
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MVE y apoptosis: Además de ser un potente estímulo para la formación de 
MV, la apoptosis también puede ser una consecuencia de la señalización de 
MV(Burger et al. 2013). Las MV derivadas de monocitos, eritrocitos, CE y plaquetas 
contienen caspasa 3(Böing et al. 2008, Abid Hussein et al. 2005). Se piensa que el 
contenido de caspasas puede ser un mecanismo dirigido al control de la apoptosis, y 
se sugiriere que las MV liberarían la caspasa 3 en las células diana, participando en la 
inducción de apoptosis(Abid Hussein et al. 2005). Además de la muerte celular, la 
caspasa 3 está implicada en numerosos procesos celulares, por lo que la liberación de 
caspasa puede tener un impacto todavía mayor sobre la célula diana. 
MVE y angiogénesis: Diferentes estudios han descrito el papel de las MV en 
la regulación de la angiogénesis(Burger et al. 2013). Las MVP fueron las primeras 
implicadas(Kim et al. 2004) en el proceso angiogénico puesto que contienen al menos 
20 factores de regulación de dicho proceso (Radziwon-Balicka, Moncada de la Rosa, 
and Jurasz 2012). Además las MVP estimulan la proliferación, supervivencia, 
migración y formación de vasos en CE in vitro(Kim et al. 2004). Además, la 
inyección de MV derivadas de plaquetas aumenta la densidad capilar post-isquémica 
miocárdica en ratas(Brill et al. 2005). Estudios posteriores han revelado que las MV 
aisladas de las placas ateroscleróticas intervienen en la formación de nuevos vasos y 
en la progresión de las placas hacia su rotura(Leroyer et al. 2008). En contraste con 
estos estudios, también se ha informado que los MV inhiben el proceso de 
angiogénesis bajo ciertas condiciones(Yang et al. 2008, Yang et al. 2010). 
- MV y regeneración vascular: Inicialmente, la proliferación y migración de 
CE adyacentes se había identificado como un factor de reparación endotelial; estudios 
posteriores describen un mecanismo para el mantenimiento de la estructura endotelial 
que se asocia con la capacidad de las células progenitoras endoteliales (EPC) para 
diferenciar y reparar el tejido endotelial dañado. Debido a la importancia de este 
mecanismo de reparación-daño endotelial en el mantenimiento de homeostasis 
vascular, es lógico pensar que existe una estrecha comunicación entre las CE dañadas 
y EPC. Las MVE podrían influir en la regeneración endotelial interactuando 
directamente con la CE promoviendo la regeneración vascular o a través de la 
activación de las EPC(Hoyer, Nickenig, and Werner 2010). Las MVE de plasma tanto 
en sujetos sanos como en pacientes con ERC participan sobre la actividad de las 
EPC(Soriano et al. 2014). En modelos in vitro se ha demostrado que las MVE pueden 
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ser elemento clave en la regeneración y mantenimiento de la homeostasis vascular 
actuando sobre EPC(Luna et al. 2015). 
3. Reparación endotelial y células progenitoras endoteliales 
3.1 Definición de las células progenitoras endoteliales (EPC) 
Las EPC son un subtipo de células endoteliales circulantes (CEC) que fueron 
descritas por primera vez en 1977 por Asahara T y colaboradores(Asahara et al. 
1997). Constituyen, un marcador de daño endotelial y riesgo cardiovascular. Están 
disminuidas en sujetos con hipercolesterolemia, hipertensión, diabetes mellitus y 
fumadores. Aparecen en sangre periférica como respuesta a un trauma vascular o 
isquemia tisular, promovidas por el efecto de citoquinas y factores de crecimiento. 
Las EPC desempeñan funciones de reparación endotelial y neovascularización, de tal 
forma que podrían llegar a ser utilizadas como una potencial vía terapéutica de 
reparación del endotelio(Kawamoto et al. 2001).  
Clásicamente, se ha propuesto que la reparación de las zonas de daño 
endotelial dependen la proliferación de las células endoteliales adultas adyacentes al 
daño(Shi et al. 1990). Sin embargo, durante los últimos años se ha demostrado que 
células derivadas de la médula ósea podían incorporarse al endotelio dañado y 
diferenciarse hacia CE(Asahara et al. 1997). En los últimos años las EPC circulantes 
procedentes de la médula ósea han adquirido una gran relevancia debido al papel que 
podrían desempeñar en el mantenimiento de la homeostasis del endotelio. 
Constituyen sólo del 1 al 5% del total de la población celular de la médula ósea y 
menos del 0,0001-0,01% de las células mononucleares periféricas circulantes (Khan, 
Solomon, and McCoy 2005). 
Las EPC tienen un papel clave en el mantenimiento de la integridad vascular y 
actúan como células reparadoras en respuesta a un daño en el endotelio(Schmid and 
Varner 2009) por esto se pueden considerar como marcadores del daño 
endotelial(Wu, Chen, and Hu 2007).  
Posteriormente fueron identificadas en sangre de cordón umbilical, médula 
ósea e hígado fetal(Murohara et al. 2000, Reyes et al. 2002, Schwartz et al. 2002).  
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3.2 Fenotipo y características de las células progenitoras endoteliales   
Las EPC comparten un antecesor común con las células madre 
hematopoyéticas(Murasawa 2004), y podrían enmarcarse dentro del grupo de células 
pluripotenciales adultas. Se caracterizan por expresar de una forma simultánea 
marcadores de linaje endotelial y marcadores característicos de células progenitoras.  
Inicialmente las EPC fueron caracterizadas por la expresión de CD34 y del 
receptor tipo 2 del factor de crecimiento endotelial (VEGFR-2)(Asahara et al. 1997, 
Khakoo and Finkel 2005) dos antígenos presentes en las células madre 
hematopoyéticas, en las células progenitoras endoteliales embrionarias y en células 
endoteliales maduras.  
La expresión del antígeno CD34 define el estado específico en el que se 
encuentra la célula progenitora, disminuyendo la intensidad de su expresión cuando 
comienza su diferenciación(Civin et al. 1987, Delia et al. 1993). El CD34 participa en 
la adhesión cell-to-cell como ligando de la E-selectina con la capacidad de regular la 
tensión entre las CE contiguas(Puri et al. 1995). Es bien conocido, que el antígeno de 
superficie CD34 además de expresarse en CE también puede presentarse en la 
membrana de células mesenquimales, epiteliales o células cancerígenas, por lo que su 
uso como único marcador de reconocimiento de EPC sería inadecuado(Hirschi, 
Ingram, and Yoder 2008). Es necesario encontrar un marcador adicional que sea 
capaz de discriminar los diferentes linajes celulares de EPC. El VEGFR-2 es un 
receptor tirosina quinasa que es crítico para las funciones de la CE, como la 
maduración y la migración(Karkkainen and Petrova 2000). Se identificó inicialmente 
en las células implicadas en vasculogénesis estando presente en aquellas con 
potencial para diferenciarse a células endoteliales maduras(Nowak et al. 2004). 
Estudios posteriores demostraron que las EPC también expresan en su 
membrana la glicoproteína 5-dominios transmembrana CD133, un marcador 
pluripotente de células inmaduras. Se encuentra en el  20-60% de células de la 
médula ósea y la sangre que expresan CD34+, pero no en las CE maduras(Yin et al. 
1997). Su función principal es la organización topológica de la membrana mediante la 
regulación de la composición lipídica(Wuchter et al. 2001), aunque es posible que 
tenga otra serie de funciones que todavía  no han sido determinadas. Diferentes 
trabajos permitieron confirmar que la expresión de CD133 identificaba la 
subpoblación que era capaz de diferenciarse hacia un fenotipo endotelial adulto in 
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vitro(Gehling et al. 2000, Peichev et al. 2000, Salven et al. 2003), así como que la 
población celular que expresaba este marcador se perdía durante la diferenciación 
celular. La pérdida de expresión de CD133 parece coincidir con la ganancia de 
marcadores característicos de CE maduras (CD146, Cd105, CD106, TF)(Khakoo and 
Finkel 2005, Hristov, Erl, and Weber 2003). 
Además de los antígenos comentados anteriormente, las EPC pueden expresar 
otros marcadores de CE , que también son utilizados para identificarlas, como son: el 
vWF(Bloom, Giddings, and Wilks 1973) que es una glicoproteína que se encuentra 
en plasma y está presente en megacariocitos, plaquetas, matriz subendotelial y en CE 
(Ruggeri 2007), CD31 (Stockinger et al. 1990) o CD144 (Sen et al. 2011).  
Aunque hay cierta discrepancia, se acepta que existen dos poblaciones de EPC 
circulantes: precoces (CD34+, CD133+, VEGFR-2+), que contribuyen a la 
vasculogénesis sintetizando gran cantidad de citoquinas como VEGF, células 
estromales (SDF-1), MCP-1 o CD40L (CD40 ligando); y tardías (CD34+, CD144+), 
cuya contribución se debe a su gran capacidad de proliferación(Schatteman 2004, 
Krenning, van Luyn, and Harmsen 2009, Mukai et al. 2008). 
3.3 Funciones de las células progenitoras endoteliales 
La principal función fisiológica que se le atribuye a las EPC es que son 
capaces de llevar a cabo el proceso de neovascularización tras su proliferación y 
migración desde la médula ósea hacia el tejido diana donde se diferencian a células 
endoteliales maduras(Asahara et al. 1997, Schaper and Scholz 2003, Khakoo and 
Finkel 2005). Además pueden ejercer una función paracrina simultánea promoviendo 
la angiogénesis (Li and Asahara 2008).  
Se acepta que las EPC tienen un papel central en el mantenimiento de la 
homeostasis vascular mediante mecanismos de reparación endotelial. Existen 
numerosos estudios que apoyan esta función. Se ha visto en modelos animales(Shi et 
al. 1998) o en pacientes(Peichev et al. 2000), donde las EPC migran y colonizan 
implantes aórticos. Asimismo, en modelos animales con isquemia, la vasculogénesis 
promovida por administración local o sistémica de EPC media la recuperación de 
dichos tejidos(Kamihata et al. 2002). 
En adultos sanos, el porcentaje de EPC oscila entre 0.01-0.1%. Ello nos hace 
ver que la población de EPC es minoritaria, existiendo un mayor porcentaje en 
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médula ósea. El proceso de movilización que se lleva a cabo desde la médula ósea 
hacia tejidos periféricos es complejo y están involucrados diferentes mediadores tales 
como citoquinas (SDF-1, IL-8), factores de crecimiento (VEGF), moléculas que 
facilitan la migración (NO, eritropoyetina) moléculas de adhesión, etc. El primer paso 
para su movilización parece ser la activación de la metaloproteasa de matriz MMP-9, 
como se ha concluido en algunos estudios in vitro y en modelos animales(Everaert et 
al. 2010, Heissig et al. 2002, Bergers et al. 2000, Huang et al. 2009).  
Numerosos estudios han demostrado que el VEGF es el principal mediador 
implicado en la movilización e incorporación de las EPC a las áreas donde existe un 
daño endotelial(Khakoo and Finkel 2005, Iwaguro et al. 2002) 
Las EPC segregan E-selectina, P-selectina y β-integrinas(Chavakis et al. 
2005), moléculas que resultan fundamentales en la adhesión a células endoteliales 
maduras activadas, y responsables del alojamiento de las EPC a los sitios donde se 
precise neovascularización. El incremento en el reclutamiento de las EPC a los sitios 
de daño vascular, acelera la reendotelización y disminuye la formación de neoíntima 
"in vivo". Una vez finalizado el estímulo, las EPC circulantes excedentes, son 
realojadas en la médula ósea, por un fenómeno conocido como "homing"(Du et al. 
2012). 
3.4 Movilización de células progenitoras endoteliales 
Las EPC residen en el interior de la médula ósea y se movilizan al exterior 
ante una señal de hipoxia o daño endotelial tras la producción de factores activadores 
tales como VEGF(Asahara et al. 1999), eritropoyetina(Heeschen et al. 2003) o el 
factor inducible de hipoxia-1α (HIF-1α), SDF-1(Stellos and Gawaz 2007, Stellos et 
al. 2008), factor estimulante de colonias de granulocitos(Honold et al. 2006), etc. 
Estos factores de activación de EPC median la movilización, proliferación y 
migración de EPC mediante la activación de la vía Akt/PKB (Shiojima and Walsh 
2006). Además, los estrógenos movilizan EPC a través de una acción directa sobre 
los receptores alfa y beta de estrógenos a través de MMP-9 y un mecanismo mediado 
por la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS). El papel de los estrógenos en la 
movilización de EPC ayuda a explicar las tasas más bajas de eventos CV en las 
mujeres pre-menopáusicas en comparación con los hombres(Strehlow et al. 2003). 
Por el contrario, varios estudios han demostrado que el envejecimiento tiene un 
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impacto negativo en la movilización de EPC en diferentes etapas(Scheubel et al. 
2003, Heiss et al. 2005). 
Una vez movilizadas, las EPC deben dirigirse a las zonas de daño e inducir 
reendotelización, neovascularización y diferenciarse (Heissig et al. 2002). Para su 
incorporación a estas áreas se requiere el contacto directo célula a célula mediante la 
expresión de moléculas de adhesión como por ejemplo, P-selectina, ICAM-1, 
PECAM-1 e integrinas con el fin de facilitar su unión al endotelio vascular ya 
existente (Heissig et al. 2002). Una vez capturadas y firmemente adheridas en el lugar 
del vaso donde se ha producido el daño, las EPC son capaces de secretar factores 
angiogénicos que facilitarán la migración de las células endoteliales. 
3.5 Células progenitoras endoteliales y enfermedad cardiovascular 
Además del papel que desempeñan en el mecanismo de reparación endotelial, 
ya sea incorporándose directamente a las zonas desnudas del endotelio, o bien 
reemplazando a CE dañadas, el estudio de las EPC también tiene su relevancia en el 
campo de la enfermedad y el riesgo cardiovascular.  
Vasa y cols., encontraron una asociación entre EPC y riesgo cardiovascular ya 
que observaron una correlación negativa entre el número de factores de riesgo 
cardiovascular y el número de EPC circulantes(Vasa et al. 2001). Años después Hill y 
colaboradores establecieron un protocolo de cultivo que permite la observación del 
número de colonias de EPC in vitro, siendo el número de colonias de EPC un posible 
marcador indirecto de la funcionalidad de las EPC. De hecho, el número de colonias 
de EPC parece ser mejor predictor de la función endotelial que los factores 
clásicos(Hill et al. 2003). En resumen, con respecto a los estímulos fisiopatológicos, 
se ha demostrado que el número de EPC está inversamente relacionado con el número 
de factores de riesgo cardiovascular(Hill et al. 2003, Kovacic and Boehm 2009). 
Numerosos estudios han proporcionado conclusiones similares en diferentes 
grupos de población, relacionados con factores de riesgo cardiovascular. Chen JZ y 
cols(Chen et al. 2004) observaron que, en pacientes con hipercolesterolemia, el 
número de EPC en sangre periférica disminuye, y se asocia con una migración 
defectuosa. Tepper OM(Tepper et al. 2002), observaron lo mismo pero en pacientes 
con diabetes mellitus. Resultados similares fueron obtenidos por Hoetzer GL y 
cols(Hoetzer, MacEneaney, et al. 2007) en adultos de edad media. Por el contrario, en 
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sujetos que desarrollan ejercicio físico se ha observado un incremento de la 
frecuencia y funcionalidad de las EPC(Hoetzer, Van Guilder, et al. 2007). 
Además, en diferentes estudios longitudinales con pacientes que presentan 
enfermedad coronaria(George et al. 2004) o ictus(Ghani et al. 2005) se ha observado 
una reducción de EPC circulantes. Otros autores han demostrado una disminución del 
número de EPC circulantes y una funcionalidad anormal sobre el proceso de 
reparación de éstas en las células endoteliales maduras, contribuyendo a una 
elasticidad arterial reducida que es característica del envejecimiento vascular en 
sujetos sanos(Tso et al. 2006). 
En modelos animales, se ha demostrado que la administración de terapias 
celulares con EPC a nivel local inhibe la formación de la placa aterosclerótica, por lo 
que se sugiere que éstas podrían estar implicadas directamente en la patogénesis de la 
aterosclerosis y la ECV(Ma et al. 2009).   
En resumen, con todos estos antecedentes, parece lógico pensar que las EPC 
podrían ser un buen marcador de función endotelial y de riesgo cardiovascular. De 
este modo, los factores de riesgo cardiovascular podrían desencadenar una 
movilización insuficiente, migración defectuosa y un agotamiento del reservorio 
medular o una apoptosis de EPC circulantes. Sin embargo, los mecanismos que 
actúan no están del todo clarificados. Pero en general, cuanto mayor sea el número de 
EPC, mejor será la salud de la vasculatura. 
3.6 Células progenitoras endoteliales e inflamación  
Como ya se ha comentado, la inflamación está implicada en el inicio, 
progresión y complicación de las enfermedades cardiovasculares inflamatorias. 
Existen estudios in vitro y clínicos que demuestran que el proceso inflamatorio 
influye en el número de EPC y su capacidad funcional(Grisar et al. 2005, George et 
al. 2004) (Verma, Szmitko, and Yeh 2004).  
Las EPC constituyen un importante sistema endógeno que mantiene la 
integridad endotelial y homeostasis vascular, por lo tanto, el aumento de EPC por las 
terapias anti-inflamatorias podría tener un beneficio potencial para los individuos con 
enfermedad cardiovascular inflamatoria. Una mejor comprensión del papel de la 
inflamación en la regulación de la movilización y función del EPC proporcionaría 
información adicional sobre la patogénesis de las ECV y sus complicaciones. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
HIPÓTESIS

  
 
Hipótesis 
 
35 
 
Los pacientes con insuficiencia renal crónica (ERC) tienen mayor frecuencia 
de enfermedad cardiovascular (ECV) que la población general porque mantienen un 
estado inflamatorio crónico. Uno de los factores asociados con este estado 
inflamatorio es el incremento en sangre periférica de monocitos CD14+CD16++ que 
tienen características de células senescentes e inflamatorias participando in situ de los 
mecanismos lesivos que desencadenan procesos como la calcificación vascular (CV). 
Otro mecanismo para generar daño vascular, puede ser la producción de elementos de 
señalización y transporte de moléculas implicadas en estos procesos. Entre estos 
elementos están las microvesículas (MV). Las microvesículas endoteliales (MVE) 
expresan y vehiculan proteínas celulares, actuando como agentes reguladores en la 
interacción entre diferentes células del sistema cardiovascular. En consecuencia, es 
lógico pensar que diferentes situaciones lesivas para las células vasculares, y de 
forma particular para las células endoteliales como primera línea celular del sistema 
vascular, van a condicionar la presencia de con diferente expresión y contenido. Por 
tanto, caracterizar las MVE generadas en diferentes situaciones de daño endotelial 
nos permitirá su mejor utilización como indicadores del daño endotelial; y en 
consecuencia, como elementos de ayuda al diagnóstico en la ECV. Además, la 
caracterización de estas MVE nos ayudará a profundizar en el conocimiento de los 
mecanismos que regulan el daño vascular y la interacción entre los diferentes tipos 
celulares que participan en el sistema cardiovascular.   
Además de los mecanismos anteriores, en los pacientes con ERC puede 
ocurrir por diferentes factores una alteración en los procesos de reparación del 
endotelio, bien por una disminución en el número de células reparadoras del endotelio 
(EPC), o por una disfunción de estas células que pueden haber perdido su capacidad 
reparadora. 
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Las microvesículas endoteliales (MVE) se han convertido recientemente en un 
punto de interés en la investigación debido a su importancia en la regulación de la 
respuesta inmune, contribución al inicio y progresión de diversas patologías como las 
enfermedades cardiovasculares, enfermedad renal crónica (ERC) entre otras, así 
como su potencial terapéutico puesto que pueden transportar eficientemente su 
contenido interior.   
 
Por tanto, el objetivo principal de la tesis ha sido caracterizar el papel de MVE 
producidas en respuesta a diferentes agentes lesivos para el endotelio vascular 
relacionados con la enfermedad renal crónica, determinando la funcionalidad de las 
mismas en la regulación del balance daño/reparación endotelial. 
Objetivos específicos:  
 
1.- Analizar la posible participación de las MVE y de las células progenitoras 
endoteliales (EPC) en la generación de CV en pacientes con ERC. 
Artículo:”Endothelial damage and vascular calcification in patients with 
chronic kidney diseas”. 
 
2.- Examinar MVE, subpoblaciones de monocitos y angiopoyetinas para 
identificar marcadores pronósticos en pacientes con hemodiálisis con o sin diabetes 
mellitus (DM). Evaluar la capacidad pronóstica de las MVE sobre la mortalidad en 
estos pacientes.  
Artículo:” Markers of endothelial damage in patients with chronic kidney 
disease on hemodialysis”. 
 
3.- Utilizando un modelo in vitro, valorar el efecto funcional de las MVE 
inducida por toxinas urémicas sobre la función regeneradora del endotelio 
desarrollado por EPC. 
 
Artículo: “Microvesicles Derived from Indoxyl Sulfate Treated Endothelial 
Cells Induce Endothelial Progenitor Cells Dysfunction”.
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1. Daño endotelial y calcificación vascular en pacientes con enfermedad renal 
crónica 
 
La calcificación vascular (CV) es común en pacientes con enfermedad renal 
crónica (ERC) y se ha relacionado con la morbilidad y mortalidad cardiovascular en 
la población general. Los estudios clínicos y traslacionales recientes demuestran que 
la CV también se asocia con morbilidad cardiovascular en el contexto de la ERC, y 
que una vez establecida, puede persistir incluso cuando se restablece la función renal. 
Así mismo, los pacientes con ERC tienen un número reducido y una función alterada 
de las células progenitoras endoteliales (EPC) y estas anomalías empeoran con el 
avance de la enfermedad.  En nuestro estudio hemos observado que podría estar 
relacionado con un disbalance homeostático entre el daño y la reparación del 
endotelio vascular.  
Hemos observado que la osteocalcina (OCN), una proteína procalcificante 
implicada en el proceso de osteogénesis, se expresa en EPC de pacientes con ERC 
que presentan CV. Además, en estos pacientes, los niveles de micropartículas 
endoteliales (MVE) aumentan. En estudios in vitro, las MVE derivadas de pacientes 
con ERC con CV tienen la capacidad de inducir la expresión de OCN en EPC de 
sujetos sanos y en líneas celulares derivadas de fibroblastos y células de músculo liso 
vascular. 
Actualmente no existe ninguna terapia específica para tratar la CV, aunque 
hay muchos estudios encaminados a dilucidar los mecanismos implicados en este 
proceso (Shigematsu et al. 2017, Manivannan et al. 2016).  La identificación de 
marcadores que nos permitan hacer un diagnóstico y evaluar la progresión de la CV 
sería un primer paso en el desarrollo de herramientas preventivas y terapéuticas para 
tratar el problema de la CV en pacientes con ERC. 
Estudios previos han reportado que las MVE se encuentran elevadas en 
pacientes con ERC (Lu et al. 2015, Green et al. 2017, Faure et al. 2006)) y que 
poseen moléculas de membrana características de la célula endotelial tales como 
CD31 y fosfatidilserina, que se une a Anexina V. Además, estudios recientes 
muestran que las MVE de sujetos de edad avanzada pueden inducir CV (Alique et al. 
2017). En este sentido, las MVE tienen actividad procoagulante, promueven la 
generación de trombina y median la progresión de la aterosclerosis (Horn et al. 2016). 
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Esto no significa que además, puedan existir otras microvesículas de otro origen 
celular que puedan estar involucradas en el proceso de CV. Otros autores han 
observado que un número elevado de MVE CD31+Anexina V+ refleja la lesión 
celular como un marcador que refleja la disfunción vascular en la enfermedad 
cardiovascular (Werner et al. 2006). En nuestro estudio, los pacientes con ERC con 
CV mostraron un mayor número de MVE que los pacientes sin CV. 
Se han encontrado niveles más elevados de MVE circulantes en pacientes en 
hemodiálisis en comparación con pacientes que se encuentran en prediálisis, diálisis 
peritoneal o sujetos sanos (Green et al. 2017). El número de MVE en pacientes con 
ERC se puede modular mediante el tratamiento de la ERC (Merino et al. 2010). Sin 
embargo, hasta donde sabemos, el presente estudio ha mostrado por primera vez, una 
asociación entre el aumento de MVE y la presencia de CV en pacientes con ERC. 
Los pacientes con ERC tienen un número reducido y una función alterada de 
las EPC circulantes en comparación con la población general, y esta anomalía 
empeora con el avance de la enfermedad (Krieter et al. 2010). Al igual que otros 
autores (Hill et al. 2003, Schmidt-Lucke et al. 2005), en nuestro estudio hemos 
observado un número reducido de EPC en pacientes con ERC y este se relaciona con 
una menor capacidad de regeneración vascular. Así mismo, esta alteración en la 
capacidad regeneradora de endotelio fue más acentuada en pacientes que presentaban 
mayor CV.  
Existe una relación estrecha entre los niveles de EPC y la morbimortalidad por 
enfermedad cardiovascular (ECV) y estas células podrían ser útiles como nuevos 
biomarcadores para la predicción de eventos cardiovasculares (Bakogiannis et al. 
2012, Hill et al. 2003). De hecho, los factores que están estrechamente relacionados 
con las enfermedades cardiovasculares, como la hipertensión arterial, diabetes 
mellitus y los niveles elevados de colesterol sérico, se han asociado con una 
disminución en el número de EPC y una menor capacidad regenerativa (Fadini, 
Agostini, and Avogaro 2005, Staude et al. 2013). Los pacientes con ERC presentan 
ECV graves que se asocia con una elevada morbimortalidad por una deficiencia en la 
capacidad de regeneración vascular debido a la reducción en el número de EPC y/o 
alteraciones en su funcionalidad (Herbrig et al. 2006, Ramirez et al. 2007, Morrone et 
al. 2017). En nuestro estudio, la proporción de sujetos hipertensos fue similar tanto en 
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pacientes con CV como en pacientes sin CV. Los eventos cardiovasculares fueron 
más prevalentes en los pacientes del grupo CV (42%) que en el grupo no CV (22%); 
sin embargo, dentro de cada grupo, no hubo asociación significativa entre el número 
y la actividad funcional de EPC o MVE y el número de eventos cardiovasculares. Por 
tanto, deducimos que en la ERC el riesgo aumentado de muerte por causa 
cardiovascular se relaciona con la aparición de CV. Con nuestro número limitado de 
pacientes, es difícil demostrar una asociación independiente de CV y eventos 
cardiovasculares con el número de MVE y el número y la actividad funcional de 
EPC. Aunque en estudios in vitro, otros autores han observado que las MVE 
producidas en un entorno inflamatorio o procedentes de pacientes con ERC 
promueven calcificación de células de músculo liso vascular (Buendía et al. 2015). 
Además, en otros estudios se ha descrito el papel de las microvesículas en la 
mineralización de las células del músculo liso vascular (Kapustin et al. 2011, 
Kapustin and Shanahan 2016) 
Cada vez hay más pruebas que implican una conexión entre la remodelación 
vascular y los mecanismos del metabolismo óseo (Yang et al. 2017). Nosotros hemos 
observado que las EPC obtenidas de pacientes con CV pueden tener potencial 
osteogénico, ya que expresan OCN, que es un marcador de células osteoblásticas y 
aumenta en condiciones proinflamatorias (Zhang et al. 2015). Actualmente el papel 
de la expresión de OCN en EPC continúa siendo objeto de estudio. Recientemente, el 
aumento del recambio óseo se ha asociado con la CV y el aumento de la mortalidad 
de causa cardiovascular, y las EPC que expresan OCN son candidatos potenciales 
para establecer un vínculo entre el metabolismo óseo y el sistema vascular (Sambrook 
et al. 2006, Tondreau et al. 2005).  
En pacientes con aterosclerosis coronaria, hay un aumento en la expresión de 
OCN en EPC (Gössl et al. 2008, Flammer et al. 2012). Además, las EPC que 
expresan OCN se han encontrado en mayor número en el tejido valvular aórtico 
calcificado (Gössl et al. 2012).En un estudio reciente se ha observado una fuerte 
correlación positiva entre el fenotipo OCN+ de EPC tempranas (CD34-
CD133+VEGFR2+) con la reparación vascular, calcificación y el posterior desarrollo 
de aterosclerosis (Yang et al. 2017).En nuestro estudio, las EPC obtenidas de sujetos 
sanos expresaron OCN al ser tratadas con MV derivadas de pacientes con ERC. Este 
resultado refuerza el papel desempeñado por las MV en el desarrollo de la CV. 
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Además de las EPC, in vitro, las MV de pacientes con ERC que presentan CV tenían 
una capacidad notable para inducir la expresión de OCN en células de músculo liso 
vascular y fibroblastos. 
Pensamos que las de EPC presentes en sangre periférica que expresan OCN 
podrían explicar, al menos en parte, por qué la "osificación" de las arterias puede 
tener lugar en cualquier momento y lugar. Como se ha descrito anteriormente, el daño 
endotelial da como resultado la liberación de MV, que circulan en la sangre periférica 
y en pueden llegar a la médula ósea, estimulando la producción de EPC implicadas en 
el proceso de reparación endotelial. En sujetos normales, existe un equilibrio entre las 
MVE y las EPC que es interrumpido cuando aparecen patologías como la ERC, en la 
que intervienen muchos factores urémicos que hace que se pierda esta homeostasis. 
En estos pacientes, este mecanismo de reparación endotelial es probablemente 
limitado y, en algún punto, el daño al endotelio es mucho mayor que la capacidad de 
la médula ósea para generar EPC, por lo que se activan mecanismos de reparación 
alternativos. En estas circunstancias, el organismo podría utilizar otros progenitores 
originalmente diseñados para reparar otros tipos de tejido, como el hueso, pero 
terminan reparando el endotelio vascular, produciendo así la CV. 
Una limitación de nuestro estudio es la falta de información sobre los 
diferentes tipos de MV de diferente origen al endotelial. Se deberán realizar más 
estudios para definir el papel de estos otros tipos de MV en el desarrollo de CV. 
Somos conscientes de que la cantidad de MVE y sobre todo, de EPC que 
encontramos en sangre periférica en nuestro estudio fue muy baja. Para resolver este 
problema técnico, se cuantificaron una gran cantidad de eventos en el citómetro de 
flujo, con el objetivo de minimizar los posibles errores. También el número de 
pacientes de nuestro estudio fue limitado. Sin embargo, nuestros resultados obtenidos 
de experimentos in vitro corroboraron los hallazgos in vivo. Creemos que nuestros 
hallazgos pueden ayudar a comprender algunos de los procesos que tienen lugar en la 
vasculatura de pacientes con CV. 
En nuestro estudio hemos demostrado como en pacientes con ERC con y sin 
CV existe un desequilibrio en el daño/reparación del endotelio vascular relacionado 
con un aumento de MVE y un descenso de los niveles de EPC. Las MVE que 
proceden de los pacientes ERC con CV expresan una molécula, OCN, relacionada 
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con el mecanismo de desarrollo osteogénico por EPC, fibroblastos y células de 
músculo liso vascular. También hemos demostrado que las EPC pueden participar 
directamente en el proceso de CV, ya que poseen características de células 
osteogénicas. De hecho, nuestros hallazgos pueden ayudar a entender por qué los 
pacientes con ERC presentan CV con mayor frecuencia que sujetos sin ERC. Nuestro 
estudio también ofrece potenciales nuevas herramientas de diagnóstico clínico, como 
el aumento del número de MVE apoptóticas, el bajo número de EPC y un alto 
porcentaje de células con características osteogénicas.  
Los resultados también sugieren que las MVE podrían usarse como 
marcadores de CV, y su detección podría usarse para identificar pacientes con riesgo 
de ECV y/o para seguir el curso clínico de su enfermedad. Además, las MVE pueden 
servir como dianas terapéuticas para el control de la CV y la ECV asociada. 
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2. Marcadores de daño endotelial en pacientes con enfermedad renal crónica en 
hemodiálisis. 
 
El daño endotelial asociado a la inflamación crónica se ha propuesto como un 
factor de riesgo cardiovascular en pacientes con ERC en hemodiálisis (HD). En este 
estudio nos propusimos analizar algunos de los factores relacionados con dicho 
proceso, como son los niveles MVE circulantes en plasma, el porcentaje de 
monocitos asociados a de riesgo cardiovascular (CD14++/CD16+), monocitos 
proinflamatorios (CD14+/CD16++) y ratio angiopoyetina 2/angiopoyetina 1 
(Ang2/Ang1).  
En este estudio hemos observado que en el plasma de pacientes con ERC en 
HD existen niveles elevados de MV, un mayor porcentaje de CD14++/CD16+ y de 
CD14+/CD16++, y un mayor ratio Ang2/Ang1. Además dentro de  estos pacientes, 
los que presentan diabetes mellitus (DM), tuvieron estos niveles más elevados de 
todos estos marcadores.  
En este estudio multicéntrico, se asociaron los niveles de MV con la 
mortalidad de pacientes con ERC en HD con o sin DM durante 5,5 años de 
seguimiento. Así mismo, el aumento en el porcentaje de CD14+/CD16++ fue 
proporcional al porcentaje de CD14++/CD16+ y a los niveles de MV.  
Los niveles de MV se encuentran más elevados en pacientes con ERC en HD 
en comparación con sujetos sanos (Mohandas and Segal 2010, Karpman, Ståhl, and 
Arvidsson 2017).Además, los niveles de MV también se encuentran aumentados en 
otras patologías tales como hipertensión (Schmidt, Manca, and Hoefer 2015), DM, 
aterosclerosis, y enfermedad de las arterias coronarias (Brodsky et al. 2004, Lawson 
et al. 2016), por lo que pueden considerarse como biomarcadores de enfermedades. 
En nuestro estudio hemos encontrado que, en pacientes con ERC en HD y con DM 
presentan niveles más elevados de MV que los pacientes no DM. Estos resultados nos 
pueden indicar que los pacientes en HD con DM tienen una mayor disfunción 
endotelial, haciendo por tanto que el nivel del MV posea un valor diagnóstico y 
terapeútico de la enfermedad. 
En los últimos años se han asociado los niveles de MV CD31+/Anexina V+ 
con el desarrollo y progreso de la ECV (Sinning et al. 2011, Jung et al. 2017, 
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Valencia-Nuñez et al. 2017). En este sentido, en nuestro estudio hemos encontrado 
una asociación entre los niveles de MV CD31+/Anexina V+ y la mortalidad en 
pacientes con ERC en HD. Además, hemos observado que cuando los niveles de MV 
CD31+/AnexinaV+ fueron superiores a 264 MV/µl, se encontró una menor 
supervivencia que cuando presentaron niveles de MV CD31+/Anexina+ inferior a 
264 MV/µl.   
En cuanto a la subpoblación de monocitos CD14+/CD16++, en estudios 
previos se ha reportado que los pacientes en HD presentan un elevado porcentaje de 
estas células (Ramirez et al. 2007, de Sequera et al. 2017) y este incremento está 
estrechamente relacionado con la etiopatogénesis de ECV asociada a ERC. Los 
monocitos CD14+/CD16++ secretan citoquinas proinflamatorias (Ramírez et al. 
2005), y su aumento en sangre periférica está asociado a enfermedades crónicas y 
tienen una relación en el desarrollo de la diabetes mellitus (Patiño et al. 2000). En 
nuestro estudio, los pacientes con HD tenían un mayor porcentaje de monocitos 
CD14+/CD16++ que en sujetos sanos. Existen evidencias de que esta subpoblación 
de monocitos circulantes puede estar implicada en una enfermedad autoinmune como 
la con diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) (Ren et al. 2017). También observamos un 
aumento de estos monocitos proinflamatorios en pacientes con HD con DM, cuyo 
porcentaje depende de si la es de DMT1 o diabetes mellitus de tipo 2 (DMT2). 
Encontramos que los pacientes con DMT1 tenían un mayor porcentaje de monocitos 
CD14+/CD16++ que aquellos que presentan DMT2. 
Muchos autores han demostrado que los pacientes que se encuentran en HD 
presentan elevado porcentaje de monocitos CD14++CD16+ que podrían predecir 
riesgo cardiovascular en comparación con sujetos sanos (Maiwald et al. 2013). 
Nosotros también hemos encontrado que los pacientes en HD con DM presentan un 
mayor porcentaje de monocitos CD14++/CD16+ que los pacientes en HD sin DM, lo 
cual puede ser indicativo de que los pacientes con DM presentan un mayor riesgo de 
desarrollar ECV.  
El desequilibrio en los niveles de Ang 1 y Ang 2 está relacionado con DM, 
ECV y tumorigénesis(Isidori, Venneri, and Fiore 2016, Dane et al. 2014, Engin et al. 
2012)). En cuanto al ratio Ang2/Ang1 podría ser un marcador temprano de disfunción 
endotelial (Choi et al. 2013). En nuestro estudio, los pacientes con HD 
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experimentaron un desequilibrio en los niveles de angiopoyetinas. Además, el ratio 
Ang2/Ang1 aumentó en pacientes con DM en comparación con sujetos sanos. Sin 
embargo, estos valores no tuvieron un valor predictivo con respecto a la mortalidad. 
Como hemos comentado, nuestro estudio mostró que el porcentaje de 
monocitos CD14+/CD16++ y CD14++/CD16+ aumentó significativamente en 
pacientes con HD. Ambas subpoblaciones de monocitos se correlacionaron 
positivamente, y es posible que ambos tengan funciones importantes en la 
inflamación y en el desarrollo de ECV como ya postularon algunos autores 
(Stansfield and Ingram 2015). Sin embargo, esta asociación no fue significativa en los 
pacientes en HD que presentan DM, si bien parecía tener una cierta tendencia relativa 
pero, no podemos explicar esta correlación dispar. En este sentido, futuros estudios 
deberían establecer qué ocurre en pacientes con DM y qué mecanismos pueden estar 
implicados en los cambios de las subpoblaciones de monocitos.  
Una de las mayores limitaciones de nuestro estudio fue la elevada mortalidad 
por ECV que presentan los pacientes con ERC en HD ya que se trata de pacientes de 
edad avanzada (>50 años) por lo que muchos de los pacientes se perdieron durante 
los 5,5 años de seguimiento. Además, pese a ser un estudio multicéntrico se hicieron 
las determinaciones en una muestra relativamente pequeña por lo que se requieren 
estudios prospectivos mucho más amplios. Sería de sumo interés estudiar pacientes 
con una edad menos avanzada que presenten ERC, lo que nos podría ayudar a 
dilucidar biomarcadores tempranos de la patología.  
El método de citometría de flujo presentado aquí solo permite el análisis de 
MV por encima del umbral de detección del equipo, y potencialmente excluye 
partículas más pequeñas por debajo de este umbral (<400nm) (Nielsen et al. 2014). 
Los protocolos de aislamiento, purificación, identificación y conservación para MV 
han avanzado significativamente (Hromada et al. 2017).También creemos que la 
población de MV podría estar contaminada con MV de otros orígenes, como las MV 
de plaquetas. Además, la unión de anexina V por medio de MV es un proceso 
dependiente de calcio, y este marcador tiene un valor limitado para evaluar MV 
apoptóticas. Sin embargo, la anexina V + MV sigue siendo un biomarcador bien 
estudiado de las MV derivadas del proceso de apoptosis en sangre periférica en 
individuos sanos y pacientes con HD (Berezin et al. 2016). 
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Actualmente no existe un consenso para detectar y preservar MV y ningún 
método utilizado hasta ahora puede caracterizarlas completamente. En este sentido 
para complementar la caracterización vesicular realizada citometría de flujo se 
utilizan otros métodos (análisis de seguimiento de nanopartículas, microscopía 
electrónica, detección de pulso resistivo) (van der Pol et al. 2014, Maas et al. 2015).  
Los resultados obtenidos en nuestro estudio pueden tener gran relevancia en 
múltiples áreas de la biomedicina que estudian enfermedades crónicas puesto que las 
MV, las subpoblaciones de monocitos y las Ang2, Ang1 pueden ser biomarcadores 
para diagnosticar y pronosticar el desarrollo de ECV y para ayudar a diseñar nuevas 
dianas farmacológicas. Así mismo muchos estudios recientes incluyen MV de origen 
plaquetario, monocitario y leucocitario (Paudel, Panth, and Kim 2016), por lo que en 
futuros estudios analizaremos este tipo de MV que nos darán más información acerca 
de la ECV, y concretamente, en pacientes con ERC en HD. 
Por tanto, los pacientes con ERC en HD presentan un estado 
microinflamatorio crónico que desencadena un daño endotelial y ECV que podría 
detectarse precozmente cuantificando biomarcadores en sangre periférica, entre los 
que destacan las MV (0.4-1 µm). 
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3. Las microvesículas derivadas de las células endoteliales tratadas con indoxyl 
sulfato (IS) inducen disfunción de las células progenitoras endoteliales.  
 
En los pacientes con ERC, el endotelio vascular se encuentra en contacto 
continuo con toxinas urémicas que circulan en la sangre. IS es una toxina urémica 
unida a proteína que ofrece una gran dificultad para ser eliminada por las técnicas 
convencionales de diálisis, por lo que se acumula en sangre en pacientes con ERC 
(Kamiński et al. 2017). Su incremento se asocia a la ECV, porque puede producir 
disfunción endotelial (Niwa 2013, Dou et al. 2015) y una subsiguiente liberación de 
microvesículas endoteliales (MVE). En un intento de simular una situación clínica 
similar a la de los pacientes con ERC, en nuestro estudio in vitro hemos elegido la 
concentración de IS máxima reportada en uremia (Vanholder et al. 2003), en la que 
observamos un aumento significativo en la liberación de MVE y demostramos que las 
MVE producidas pueden alterar el proceso de reparación endotelial. De este modo, 
hemos establecido un modelo eficaz para el estudio de los mecanismos implicados en 
la fisiopatología del daño endotelial asociado con la ERC. 
Actualmente la disfunción endotelial se considera como una de las primeras 
manifestaciones de ECV. El IS induce un incremento de estrés oxidativo en las CE 
que podría estar implicado en el desarrollo de ECV en pacientes urémicos. Un exceso 
de ROS puede conducir a estrés oxidativo y desencadenar daño a nivel endotelial 
(Ellis RJ et al, 2016). Varios autores han observado que las CE presentan un aumento 
de estrés oxidativo (Vanholder et al. 2003, Lee et al. 2015, Dou et al. 2004, Peng et 
al. 2012)y de moléculas de adhesión (Tumur and Niwa 2009) (Lee et al. 2012) en 
respuesta a diferentes dosis de IS. De la misma manera, en nuestro estudio valoramos 
el daño endotelial inducido por IS en CE después de 24 horas en cultivo y 
observamos un aumento en la liberación de ROS, en el porcentaje de Anexina V y en 
la expresión de moléculas como VCAM-1, ICAM-1 y VE-cadherina en HUVEC 
estimuladas con IS. En este sentido, nuestros resultados muestran que IS induce 
activación de la célula endotelial in vitro. 
Por otro lado, en respuesta a la activación endotelial producida por IS, las CE 
liberan mayor cantidad de MVE que en condiciones basales, lo que sugiere que en 
respuesta a esta activación, las CE son capaces de liberar más MVE como resultado 
del daño causado por IS. De manera similar a lo observado por nosotros, otros autores 
Discusión 
 
79 
 
han encontrado que existe un incremento en los niveles de MVE circulantes en 
diferentes patologías asociadas a disfunción endotelial como el síndrome 
antifosfolípido (Dignat-George et al. 2004), ECV (Mallat et al. 2000, Boulanger, 
Amabile, and Tedgui 2006). También se ha observado este incremento de MVE en 
ERC y hemodiálisis (Faure et al. 2006), y se ha sugerido que este incremento de 
vesiculación endotelial podría ser indicativo de una disfunción endotelial 
consecuencia de la uremia. En relación con estos estudios, hemos observado un 
aumento en la liberación de MVE en nuestro modelo de daño endotelial inducido por 
IS.  
En el estudio de caracterización de las MVE producidas en HUVEC al ser 
estimuladas con IS (IsMVE), hemos encontrado que en su membrana no sólo poseen 
moléculas de la célula de origen, la CE, y que previamente han sido identificadas por 
otros autores  (Gaceb, Martinez, and Andriantsitohaina 2014, Faure et al. 2006), sino 
que su expresión podría ser modulada de forma diferencial ante un estímulo como el 
IS. En este sentido se observó en HUVEC tratadas con IS y en IsMVE un incremento 
de Anexina V y también en los marcadores de adhesión endotelial analizados (ICAM-
1, PECAM-1, VE-cadherina, VCAM-1). Creemos que esta expresión diferencial de 
moléculas en la membrana de las MVE no es aleatoria, y puede estar asociada con su 
función de señalización. En efecto, las MVE expresan características propias de las 
células de origen y su función principal es servir de sistema de señalización entre los 
elementos implicados en la función y la homeostasis vascular (Meziani, Tesse, and 
Andriantsitohaina 2008, Burger et al. 2013, Erdbrügger and Le 2016).  
Las EPC proceden de médula ósea y juegan un papel clave en la reparación y 
homeostasis endotelial (Asahara et al. 1997). Una función que se ha atribuido a las 
MVE es la capacidad de reclutar y diferenciar EPC (Chironi et al. 2010). En estudios 
previos, en pacientes con ERC, el aumento en la liberación de MVE se asocia con una 
disminución en el número de EPC circulantes lo que refleja una capacidad reducida 
para reparar el endotelio (Hill et al. 2003, Choi et al. 2004) (Schmidt-Lucke et al. 
2005, Soriano et al. 2014).  
Otros autores han postulado que los pacientes con ERC que presentan 
elevados niveles de IS pueden tener alterado el proceso de angiogénesis (Hung SC et 
al, 2017 (Hung et al. 2017, Lin et al. 2016). En nuestro estudio hemos observado que 
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las EPC tratadas con IsMVE reducen su capacidad para formar unidades formadoras 
de colonias (UFC) y su capacidad angiogénica in vitro. Esto nos llevó a pensar que 
las IsMVE podrían actuar activamente en el proceso de reparación endotelial.  
Así mismo, hemos observado un aumento en la expresión de NFƙB y p53 en 
EPC tratadas con IsMVE. Se ha postulado que IS regula positivamente a NFƙB y p53 
en células del túbulo contorneado proximal. Además, en otros estudios se ha 
observado que p53 está implicado en diversos procesos celulares que regulan el ciclo 
y la apoptosis celular, y que su expresión está regulada por el factor de transcripción 
NFκB (Shimizu et al. 2010, Shimizu et al. 2011) e intervienen gran cantidad de genes 
inflamatorios. NFκB se encuentra normalmente en el citoplasma en su forma inactiva 
formando un complejo con su proteína inhibidora, IκBα. Cuando se dan los estímulos 
apropiados, IκBα se fosforila, ubiquitina y degrada, activando a NFκB, que es 
traslocado al núcleo, donde induce su respuesta fisiológica  (Hinz and Scheidereit 
2014)). En nuestro trabajo, hemos observado que el aumento en la expresión NFκB 
(en el núcleo) está ligada a una disminución en la expresión de IκBα (en el 
citoplasma) en EPC tratadas con IsEMV. Esto nos llevó a pensar que IsEMV podría 
actuar de manera similar a como lo hace IS. 
Analizando el contenido de miRNA hemos encontrado 23 miRNA en IsMVE 
que se encontraban expresados de forma diferencial a en comparación con MVE 
control. Cuatro de ellos (miR-181a-5p, miR-4454, miR-150-5p, y hsa-let-7i-5p), 
estaban “upregulated” en IsEMV. Recientemente han demostrado que existe relación 
entre miR-181a-5p, miR-4454, y NFκB en la degeneración del cartílago asociados 
con la osteoartritis (Nakamura et al., 2016 (Nakamura et al. 2016).  Además, 19 
miRNA están “downregulated” en IsMVE, como miR-126-3p. Este miR-126-3p 
promueve la proliferación endotelial y limita la aterosclerosis (Schober et al. 2014); 
por lo tanto, su reducción podría explicar la limitada capacidad funcional que 
presentan de las EPC (Massy et al., 2017 (Massy, Metzinger-Le Meuth, and 
Metzinger 2017). Estudios previos han descrito que miR-126-3p modula la expresión 
de NFκB en células dendríticas activadas (Agudo et al., 2014) y la expresión de p53 
en un modelo murino de leucemia linfoblástica aguda  (Nucera et al. 2016). Hasta la 
fecha, ningún estudio ha identificado los miRNA en IsMVE. Nuestros resultados 
sugieren que los miRNA “downregulated” podrían explicar en parte los efectos 
disfuncionales encontrados en EPC al ser tratadas con IsMVE. Por lo tanto, miRNA, 
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como miR-4454, miR-181a-5p, y miR-126-3p, podría estar involucrados en el 
aumento de la expresión de p53 y NFκB, y a su vez la activación de NFκB por la 
inhibición de IκB. Sin embargo, se requieren más estudios para identificar y validar 
los miRNA asociados a la disfunción endotelial inducida por uremia, y concretamente 
en aquellos que van a ser vehiculados en las MVE. 
Nuestro estudio tiene algunas limitaciones que están relacionadas con la 
instrumentación y los protocolos utilizados para identificar y obtener las MVE. Un 
aspecto metodológico importante que debemos considerar en este estudio es que la 
mayoría de los citómetros de flujo tienen un umbral de detección >0.500 µm (van der 
Pol E et al, 2010). Hay datos que sugieren que >80% de las MV tienen un tamaño 
<0.500 µm (Arraud et al. 2014). Por consiguiente, el recuento absoluto de MV por 
citometría de flujo podría estar infravalorado, haciendo que se pierda información 
sobre sus características que podrían ser valiosas a nivel clínico y científico. 
En conclusión, nuestros resultados demuestran por primera vez que la IS, una 
toxina urémica difícil de eliminar en pacientes con ERC o incluso por técnicas de 
diálisis. IS es capaz de inducir vesiculación endotelial con diferentes características 
que hace que las MV sean nuevos biomarcadores muy útiles como herramientas 
diagnósticas y pronósticas para enfermedades vasculares. Las IsEMV tienen 
características de membrana, miRNA y otras moléculas que reducen la capacidad de 
EPC para regenerarse y participar en las vías de señalización implicadas en la 
apoptosis y el estrés oxidativo. Estos mecanismos específicos pueden constituir 
objetivos terapéuticos en pacientes con ERC y ayudar a diseñar nuevas técnicas de 
diálisis que ayuden a eliminarlas.  
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Capítulo I:   
1.1 En los pacientes con ERC se produce un aumento de MVE CD31+Anexina 
V+, que es mayor en los que están diagnosticados de CV, lo cual puede ser relevante 
en la progresión de la patología vascular en estos pacientes 
1.2 El aumento en las MVE CD31+Anexina V+ en pacientes con ERC, se 
asocia con una disminución en el número de EPC, lo que sugiere un desequilibrio 
entre los procesos de daño y reparación endotelial en pacientes con ERC, 
principalmente aquellos con CV.  
1.3. En modelos in vitro, las MV de pacientes con ERC inducen la expresión 
de osteocalcina, una molécula procalcificante, en células de músculo liso vascular, 
fibroblastos y EPC.  
1.4 Nuestros resultados sugieren que las EPC estimuladas con MV, pueden 
participar directamente en el proceso de CV a través de la expresión de OCN.  
Capítulo II: 
2.1 En pacientes con ERC en hemodiálisis, hemos encontrado una asociación 
entre los niveles de MV CD31+Anexina V+ y la mortalidad. Así mismo, hemos 
observado que los pacientes con y sin DM presentan una mayor supervivencia cuando 
los niveles de MV son inferiores a 264 MV/µl.  
2.2 Hemos observado un aumento en el porcentaje de monocitos 
proinflamatorios CD14+/CD16++ en los pacientes con ERC en hemodiálisis con DM, 
comparado con los pacientes sin DM.  
2.3 De igual manera se ha observado un aumento en el porcentaje de 
monocitos de riesgo cardiovascular CD14++/CD16+ en pacientes ERC en 
hemodiálisis con DM en relación con los pacientes sin DM. 
2.5 Así mismo ambas subpoblaciones de monocitos se encuentran aumentadas 
en pacientes con DM tipo I comparados con los pacientes que presentan DM tipo II. 
2.4 El ratio Ang2/ang1, que es un marcador temprano de disfunción 
endotelial, está elevado en pacientes con ERC en hemodiálisis con DM. Sin embargo, 
no encontramos valores que puedan predecir la mortalidad.  
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2.5 Los niveles de MV, las subpoblaciones de monocitos y los factores 
angiogénicos en pacientes con ERC en HD, podrían ser de utilidad en el diagnóstico y 
en el pronóstico de la ECV frecuentemente asociada en estos pacientes 
Capítulo III: 
3.1 Hemos establecido un modelo in vitro de daño endotelial inducido por 
indoxil sulfato, que promueve el aumento de estrés oxidativo, apoptosis y expresión 
de moléculas de adhesión endotelial en células endoteliales. 
3.2 Las microvesículas derivadas de células endoteliales estimuladas con 
indoxil sulfato (IsEMV) interfieren en el proceso de reparación endotelial, reduciendo 
el número de unidades formadoras de colonias y la capacidad angiogénica de las 
células progenitoras de endotelio. 
3.3 Los efectos de IsEMV sobre las células progenitoras de endotelio están 
mediados a través de la activación de rutas de inflamación, apoptosis y senescencia 
endotelial.  
3.4    Las IsEMV tienen un contenido de miRNAs diferente a MVE. Estas 
diferencias podrían explicar en parte los efectos de las IsEMV sobre las EPC. 
3.5     Además los miRNA como el miRNA-4454, miRNA 181a-5p y el 
miRNA-126-3p podrían estar involucrados en el incremento de expresión de p53 y en 
la activación de NFƙB por inhibición de IƙB. 
3.6 Todo esto pone de manifiesto que las microvesículas son mucho más 
que un biomarcador y probablemente deben ser consideradas como diana terapéutica 
para prevenir el daño endotelial y la enfermedad vascular en la ERC. 
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